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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das sprossapikale Meristem

Im Verlauf ihrer gesamten post-embryonalen Entwicklung bilden Pflanzen kontinuier-
lich laterale Organe, die in der Peripherie der Stammzellzone entstehen. Das Sprossapi-
kalmeristem (SAM) besteht aus einer Population pluripotenter Stammzellen, die neben
der Produktion lateraler Pflanzenorgane aulerdem zur Formation der Sprossachse bei-
tragen (Steeves T.A. and Sussex, 1989).

1.1.1 Aufbau des Sprossapikalmeristems

Das SAM besteht aus einer kleinen Gruppe undifferenzierter Zellen an der apikalen
Spitze des Sprosses, wo es zentral zwischen den beiden Keimblittern lokalisiert ist
(Cutter, 1965). Aus dem SAM entsteht der gesamte oberirdische Teil der Pflanze, abge-
sehen von Hypokotyl und Keimbléttern (Sussex, 1989). Das SAM erfiillt eine Reihe
von verschiedenen Funktionen, wie die Bildung von Gewebe und die Initiierung von
Organen, aber auch die Kommunikation mit anderen Teilen der Pflanze. Nicht zuletzt
muss die eigene Aufrechterhaltung als funktionale Region reguliert werden (Sachs,
1991; Medford, 1992).

Bereits wihrend der Embryogenese zwischen Herz- und Torpedostadium, ist eine
Region in der apikalen Hemisphédre des sich entwickelden Embryos, bestehend aus drei
separaten Zellschichten, erkennbar. Diese Zellschichten sind die Vorldufer der beiden
Tunikaschichten (L1 und L2) und des Korpus (L3) (Barton and Poethig, 1993). Das
vegetative SAM von Arabidopsis besitzt, den fiir zweikeimblattrige Pflanzen typischen
dreischichtigen Aufbau (Satina, 1940; Vaughan, 1952, 1955). Die L1 Schicht bildet die
duBere Zellschicht an der Spitze des Apex und teilt sich nur antiklin, wobei sie die Epi-
dermis bildet (Vaughan, 1955). Zusammen mit der darunterliegenden L2 Schicht bildet
sie die Tunika. Die L2 teilt sich zunichst antiklin, dadurch werden Tochterzellen in der
selber Schicht wie ihre Mutterzelle gehalten und die Tunika bleibt separiert vom Kor-
pus. Zu einem spiteren Stadium, wéhrend der Initiierung von Organprimordien, zeigt
die L2 Schicht, neben antikliner, auch perikline Zellteilung (Vaughan, 1955). Die da-
runterliegenden Zellen der L3 Schicht bilden den sogenannten Korpus, aus welchem das
Grundgewebe und vaskuldre System entsteht (Brand et al., 2001). Dabei teilen sich die-
se ungerichtet (antiklin und periklin). Alle Schichten sind beteiligt an der Entstehung
von Bliiten und Bléttern, so dass die Epidermis adulter Organe aus Zellen der L1 her-
vorgeht, subepidermale Zellen von der L2 abstammen, und zentrale Zellen von der L3
(Lenhard and Laux, 1999; Weigel and Jurgens, 2002). Nach dem Eintritt in die vegeta-
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tive Phase wird das SAM auBlerdem in verschiedene Zonen unterteilt, die sich beziiglich
ZellgroBe und Teilungsrate unterscheiden (Vaughan, 1955; Miksche, 1965). Die zentra-
le Mutterzellzone wird von einer kleinen Population aus pluripotenten Zellen mit gerin-
ger Zellteilungsrate gebildet, die als Stammzellreservoir dienen. Umgeben wird sie von
der peripheren Zone, die aus kleinen, sich schnell teilenden und differenzierenden Zel-
len besteht. Die Differenz der Zellteilungsrate beider Zonen variiert zwischen verschie-
denen Spezies. In Rudbeckia ist die Generationszeit von Zellen in der Peripherie, im
Vergleich zu der zentralen Zone, um das 1,6 fache erhdht, in Oryza um den Faktor 7,8
(Lyndon, 1998). In der Peripherie werden regelmifBig Primordien initiiert, die zu latera-
len Organen differenzieren, oder im Laufe der weiteren Entwicklung sekundére Meri-
steme bilden. Darunter liegen die Markzellen, die sich ebenfalls hdufig teilen, und den
Spross bilden (Steeves T.A. and Sussex, 1989).

Wihrend der vegetativen Wachstumsphase werden vom SAM regelméBig neue Blatter
initiiert, in deren Achseln sekundidre Meristeme entstehen, welche in Verhalten und
Struktur denen des primédren SAM entsprechen, und die zu Seitentrieben auswachsen
(Meyerowitz, 1997). Zu Beginn der reproduktiven Phase verdndert sich die Form des
SAM von leicht konvex in der vegetativen Wachstumsphase, zu einer deutlich hiigel-
formigen Struktur des IMs, wobei die Organisation in verschiedene Schichten und Zo-
nen bestehen bleibt (Vaughan, 1955; Miksche, 1965). Nach der Blithinduktion stoppt
das SAM die Produktion von Bléttern und beginnt stattdessen als Infloreszenzmeristem
Bliitenprimordien oder florale Meristeme zu initiieren. Bereits angelegte Blattprimordi-
en werden zu Hochblittern, in deren Achseln sich weitere Infloreszenzen bilden
(Hempel and Feldman, 1995). Bliiten hingegen besitzen rudimentire Tragblitter, wel-
che in der Peripherie des IM initiiert werden, bevor in ihren Achseln neue FMs entste-
hen (Long and Barton, 2000; Hepworth et al., 2006; Kwiatkowska, 2006). Unmittelbar
nach der Initialisierung eines FMs beginnen sich die Zellen schnell und koordiniert in
alle Richtungen zu teilen und auszubreiten, wobei im Zentrum eine Gruppe von Zellen
generiert wird, aus denen alle Bliitenorgane gebildet werden (Bossinger and Smyth,
1996; Reddy et al., 2004; Kwiatkowska, 2006).

Die Regulation der Zellteilung beruht anscheinend in frithen und spéten Stadien der
Bliitenentwicklung auf verschiedenen Mechanismen (Jenik and Irish, 2000). Zu Beginn
der Entwicklung teilt sich das FM in vier konzentrische Ringe, und Zellteilungsmuster
sind abhingig von der radialen Position der Zelle innerhalb des FMs, nicht von den ein-
zelnen Organen, die in dem jeweiligen Ring entstehen. Ab Stadium 6 der Organogenese
wird die Zellteilung und -differenzierung dann weitestgehend durch die homdotischen
ABC-Gene kontrolliert. Dadurch wird die Ringstruktur aufgebrochen und es entwickeln
sich individuelle Organprimordien innerhalb jeden Wirtels. Gleichzeitig kommt es zur
Subdifferenzierung der Zellen, die innerhalb der entstehenden Organe unterschiedliche

Identitéten einnehmen (Jenik and Irish, 2000). Jedes Organprimordium entsteht aus ei-
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ner Gruppe von Zellen, die durch eine Grenzregion von einander separiert sind, in der
sich die Zellen nur selten teilen (Breuil-Broyer et al., 2004). Zum Ende der Bliitenent-
wicklung, nachdem alle Organe herangereift sind, ist das Stammzellreservoir des FMs
vollig aufgebraucht (Takeda et al., 2004; Krizek and Fletcher, 2005).

Die Bildung lateraler Organe ldsst sich in drei Phasen unterteilen. Zunédchst werden
Griinderzellen aus dem IM rekrutiert, die durch kontrollierte Zellteilung eine Organan-
lage bilden, welche letztlich im Verlauf der Organogenese zu einem histologisch er-
kennbarem Primordium auswachsen (Beveridge et al., 2007). Durch eine Kombination
von histologischer und klonaler Analyse konnte das SAM und die Bildung von Organ-
primordien bereits detailliert charakterisiert werden (Irish, 1992). Durch klonale Sektor-
analyse konnte die Anzahl von Zellen der L2-Schicht bestimmt werden, die zur Entste-
hung eines Blattprimordiums bendtigt werden. Es wurde nachgewiesen, dass die ersten
beiden echten Blatter aus jeweils 8-9 Zellen entstehen, Blatt 3-6 aus 3-4 und die folgen-
den, sowie die Infloreszenz aus 1-2 Zellen (Irish, 1992). FMs werden aus einem Block
von vier Griinderzellen initialisiert, Sepalen und Karpelle aus acht, Stamen aus vier und

die Petalen aus zwei Zellen (Bossinger and Smyth, 1996).

1.1.2 Spezifizierung und Aufrechterhaltung des SAM

Entscheidend fiir die Etablierung und Aufrechterhaltung eines aktiven Meristems ist die
Balance, zwischen einer gleichbleibenden Stammzellpopulation im Zentrum und Zellen
mit einer hohen Zellteilungsrate und Differenzierung in der Peripherie, die abhédngig ist
von einem durch WUSCHEL (WUS) regulierten Mechanismus (Laux et al., 1996;
Sablowski, 2007). Das Homeobox-Protein WUS kontrolliert die Stammzellidentitét in
der zentralen Zone des SAM, der wus Mutante fehlen Stammzellen im SAM (Mayer et
al., 1998). WUS wird in einer kleinen Zellpopulation direkt unterhalb der Stammzellzo-
ne exprimiert, aber nicht in den Stammzellen selbst. Die Regulation erfolgt {iber ein
Rezeptor-Kinase-Signalsystem, in das CLAVATAI, 2 und 3 (CLV1,2,3) involviert sind
(Mayer et al., 1998; Brand et al., 2000; Schoof et al., 2000).

Ein weiterer wichtiger Faktor fiir die positive Regulation des SAM ist der KNOX Fak-
tor (KNOTTED1 like HOMOOBOX) SHOOTMERISTEMLESS (STM) (Barton and
Poethig, 1993). STM wird im gesamten SAM exprimiert, in Zellen, die zur Blatt- oder
Bliitenbildung rekrutiert wurden ldsst sich kein Transkript mehr nachweisen, sobald
diese mit der Differenzierung begonnen haben (Long et al., 1996). Die stm Verlustmut-
ante bildet wihrend der Embryogenese kein funktionales SAM. Postembryonal bilden
sich Meristeme aus denen allerdings nur einzelne Rosettenblitter auswachsen, was ver-
muten ldsst, dass STM notwendig ist, nicht nur fiir die Entstehung, sondern auch fiir die

Aufrechterhaltung eines intakten Meristems, indem es die Proliferation von Stammzel-

3



Einleitung

len fordert (Clark et al., 1996; Endrizzi et al., 1996; Long et al., 1996). Des Weiteren
inhibiert STM die Expression von ASYMETRIC LEAVES [ und 2 (AS1,2) im SAM, wo-
durch eine vorzeitige Differenzierung der Stammzellen verhindert wird (Byrne et al.,
2000; Byrne et al., 2002).

Beim Ubergang von der vegetativen zur reproduktiven Entwicklungsphase éndern sich
Wachstum, Geometrie und zelluldre Charakteristika des Infloreszenzmeristems
(Kwiatkowska, 2006). Das Arabidopsis IM bildet rudimentére Tragblitter, in deren
Axeln florale Meristeme (FM) entstehen. Die Expressionsmuster von LEAFY (LFY) und
AINTEGUMENTA (ANT) korrelieren mit der Bildung dieses Tragblattes (Long and
Barton, 2000). Die Kontrolle der Stammzellpopulation in IM und FM wird weiterhin
von WUS und STM gewihrleistet (Laux et al., 1996; Long et al., 1996), in die Entste-
hung von FMs sind weiterhin eine Reihe von Genen involviert, wie LEAFY (LFY),
APETALA 1, 2 und 3 (AP1,2,3) und AINTEGUMENTA (ANT) (Weigel et al., 1992;
Gustafson-Brown et al., 1994; Blazquez et al., 1997). ANT ist schon friih in Zellen ex-
primiert, die zu einem Bliitenprimordium differenzieren und das FM bilden (Grandjean
et al., 2004). Die ersten Zellen, in denen LFY exprimiert wird, differenzieren vermutlich
zu einem rudimentdren Tragblatt, in dessen Achsel das FM entsteht, wobei LFY zu ei-
nem spéteren Zeitpunkt auch in Zellen exprimiert, die zur Bildung des FMs rekrutiert
werden (Kwiatkowska, 2006).

Nach dem klassischen ABC-Model wird die frithe Musterbildung des FM durch die
homootischen Gene API, AP2, AP3, PISTILLATA (PI) und AGAMOUS (AG reguliert,
wodurch es zur Vormusterung von vier separierten Regionen kommt (Bowman et al.,
1989, 1991; Coen and Meyerowitz, 1991; Wagner et al., 1999; Ng and Yanofsky, 2001;
Lamb et al., 2002). Die Expression des A-Klasse-Gens AP/ wird von LFY und FLO-
WERING LOCUC T/FLOWERING LOCUS D (FT/FD) positiv reguliert. LFY bindet
direkt an die CArG-Box und aktiviert die Transkription von AP/ (Koornneef et al.,
1991; Kardailsky et al., 1999; Wagner et al., 1999; Wagner et al., 2004; William et al.,
2004; Abe et al., 2005), wodurch die Entstehung von Sepalen und Petalen reguliert wird
(Parcy et al., 1998; Wagner et al., 1999). Zusammen mit UNUSUAL ORGAN FLO-
WERS (UFO) bindet LFY direkt an die Promotorregion von AP3 und PISTILATA (PI)
und aktiviert die Expression der B-Klasse-Gene (Chae et al., 2008), welche in die Spe-
zifizierung von Petalen und Stamen involviert sind. AuBlerdem binden LFY und WUS
ein Promotorelement im zweiten Intron von AGAMOUS (AG), und aktivieren die
Transkription im Zentrum des Meristems (Lenhard et al., 2001; Lohmann et al., 2001).
AG, ein MADS-Box-TF ist das einzige bekannte C-Klasse-Gen, und reguliert die Ent-
wicklung von Stamen und Karpellen (Bowman et al., 1989). Die Aufrechterhaltung des
FMs endet mit der Expression von AG. Unmittelbar nach der Aktivierung durch WUS
unterdriickt AG die weitere Expression des MADS-Box-Gens, wodurch das florale

Stammzellreservoir aufgebraucht bzw. nicht weiter aufrecht erhalten wird. WUS akti-
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viert damit im FM den eigenen Repressor, und etabliert eine negative Riickkopplungs-
schleife, was letztlich die Regulation der Stammzellpopulation direkt in die floraler Mu-
sterbildung einbindet (Fletcher, 2002).

1.1.3 Phyllotaxis

Die Anordnung lateraler Organe entlang der Sprossachse, bezeichnet als Phyllotaxis, ist
ein wichtiger Faktor beziiglich der Architektur einer Pflanze. Bei der Initiierung von
Bléttern oder Bliiten durch das SAM kann zwischen drei verschiedenen Grundtypen
unterschieden werden, der wechselstidndigen, gegenstandigen oder spiraligen Phyllota-
xis. Bei der spiraligen Anordnung, die am héufigsten vertreten ist, sind die Organe in
einem Winkel von 137,5° zueinander angeordnet (Snow, 1934; Richards, 1951;
Reinhardt, 2002). Die beiden ersten Blétter treten in Arabidopsis zweizeilig (distich) auf
(Woodrick et al., 2000), nachfolgende Blitter werden spiralig (dispers) angelegt. Die
Richtung der Spirale (im oder gegen den Uhrzeigersinn) ist variabel, aber konstant in-
nerhalb einer Pflanze (Williams, 1975; Smyth et al., 1990; Medford et al., 1992; Callos
and Medford, 1994). In Arabidopsis wird jedes Blatt von zwei Stipulen, auch Neben-
blitter genannt begleitet (Medford, 1992), die an den beiden Seiten der Blattbasis aus-

wachsen.

Bisher wurde eine Vielzahl von Modellen erstellt, um die Kontrolle der Phyllotaxis zu
erkldren. Dabei wurde der Einfluss physikalischer Faktoren vermutet, wie die Verfiig-
barkeit von Platz innerhalb des Meristems (Snow, 1931, 1933), oder Scherspannungen,
verursacht durch die Ausdehnung des Apex oder der bereits existierenden Primordien
und Blitter (Selker et al., 1992; Hernandez and Green, 1993). Auflerdem wurde vermu-
tet, dass Morphogene fiir die Initiierung von Bléttern verantwortlich sind (Wardlaw,
1949; Turing, 1952). Phytohormone, vor allem Auxin und Gibberellin standen schon
frith unter Verdacht, die Initiierung und Positionierung von Organen zu beeinflussen,
obwohl der genau Einfluss dieser Hormone zunéichst unklar blieb (Snow, 1937; Gorter,
1949; Gorter, 1951; Kiermayer, 1960; Schwabe, 1971).

Das Phytohormon Auxin stellte sich, als in eine Vielzahl von Prozessen in Pflanzen
involviert, wie z.B. Embryogenese (Liu et al., 1993; Aida et al., 2002; Friml et al.,
2004) und der Entwicklung von Wurzeln (Sabatini et al., 1999; Friml et al., 2002) und
der Vaskulatur (Mattsson et al., 2003) heraus. Des Weiteren konnte gezeigt werden,
dass Auxin die Entstehung von Blittern und Bliiten induziert (Okada et al., 1991;
Reinhardt et al., 2000) und als Ausloser fiir die Bildung lateraler Organe auch fiir die
Positionierung der Primordien, also die Phyllotaxis verantwortlich ist (Kuhlemeier and
Reinhardt, 2001).
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Eine Reihe von Beobachtungen lieferten bisweilen Indizien fiir die Beteiligung von Au-
xin beziiglich der Organpositionierung. Durch die Behandlung der Apices von Tomaten
mit Auxin-Transportinhibitoren, konnte die Produktion von Blittern vollig unterdriickt
werden, wobei die Meristeme eine herkdmmliche Morphologie zeigten. Lokales Auf-
bringen von Auxin fiithrte zur Produktion einzelner Blétter an der behandelten Position
der peripheren Zone (Reinhardt et al., 2000). Die Behandlung der Verlustmutante von
PINFORMEDI (PINI), einem Auxin-Efflux-Transporter (Galweiler et al., 1998) mit
Auxin zeigte vergleichbare Ergebnisse. Die Verlustmutante besitzt ein funktionales Me-
ristem, und zeigt keinerlei Defekte beziiglich der Stammzellproduktion und Aufrechter-
haltung des SAM. Organprimordien, abgesehen von einigen missgebildeten Rosetten-
blittern, werden allerdings nicht gebildet. Durch lokales Aufbringen von exogenem
Auxin auf die Apices von pinl Verlustmutanten kann die Bildung von Bliitenprimordi-
en jedoch induziert werden (Reinhardt et al., 2000), und junge pinl/ Pflanzen, welche
mit IAA behandelt werden, bilden wildtypische Rosettenblatter (Reinhardt et al., 2003).
Diese Beobachtung fiihrt weiterhin zu der Vermutung, dass Auxin Organogenese indu-
ziert, die Organidentitét jedoch von anderen Faktoren innerhalb des Meristems determi-
niert wird (Reinhardt et al., 2000). Das Arabidopsis Genom kodiert weiterhin vier puta-
tive Auxin-Influx-Transporter, AUXIN RESISTANT 1 (AUXI) und drei LIKE AUX 1
(LAX), die als Quadrupel-Mutante ebenfalls eine Stérung der Phyllotaxis aufweisen.
Bliitenprimordien werden nicht in einem Winkel von 137°, sondern unregelmiflig ange-
legt. Zwischenzeitlich kommt es auch zum Arrest der Bliiteninitiierung, bis hin zur vol-
ligen Abwesenheit von Bliitenprimordien, wie bei der pin/ Mutante (Bainbridge et al.,
2008). Als Konsequenz eines defekten polaren Auxintransports ergibt sich der Verlust
einer klaren Grenzziehung innerhalb der peripheren Zone, deren Zellen sowohl Organ-
charakter, als auch die Identitidt von Grenzbereichen besitzen, wodurch es zur Blockie-
rung der Organinitiierung kommt (Kuhlemeier and Reinhardt, 2001). Mit Hilfe von
DR5rev, einem synthetischen Promotor, der mehrere kanonische Auxin-Responsive
Elements (AuxREs) beinhaltet, konnten auBBerdem lokale Auxinmaxima nachgewiesen
werden, dort wo neue Bliitenprimordien initiiert wurden (Heisler et al., 2005). Die Au-
xinverteilung in den Apices der aux/ lax Quadrupelmutanten hingegen ist eher diffus.
In Pflanzen mit mildem Phénotyp lassen sich schwache Maxima in der entstehenden
Bliitenprimordien nachweisen. In Pflanzen, die keine Bliiten bilden wurde Auxin in der
gesamten peripheren Zone, teilweise sogar im kompletten SAM nachgewiesen
(Bainbridge et al., 2008).

Zusammen betrachtet demonstrieren die verschiedenen Daten eine wichtige Rolle fiir
Auxin beziiglich der Phyllotaxis in Arabidopsis. Auxin wird zunédchst akropetal Rich-
tung Meristem transportiert, wo es von den Primordien absorbiert wird, was dazu fiihrt,
dass es aus den Zellen in der Peripherie entfernt wird (Reinhardt et al., 2003; Smith et

al., 2006). An der Stelle, die am weitesten entfernt von den beiden jiingsten Primordien
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entfernt liegt, kann ein neues Maximum akkumulieren, aus dem ein weiteres Primordi-
um entsteht. Dieser Mechanismus wird zum einem durch eine positive Riickkopplungs-
schleife, der Auxin Akkumulation in den Primordien, als auch durch laterale Inhibition,

durch das Entfernen von Auxin aus dem umliegenden Gewebe, reguliert.

1.1.4 Aufbau und Entwicklung der Arabidopsis Blute

Arabidopsis besitzt eine fiir Brassicaceae typische Anatomie, mit vier Sepale, vier Peta-
len, sechs Stamen und einen aus zwei Karpellen bestehenden Gynoeceum. Trotz dieses
sehr simplen Aufbaus ist die Frage des Ursprungs der einzelnen Organe immer noch
unklar. Vor morphologischen und systematischen Hintergrund wird ein Wirtel klassi-
scher Weise als ein Kreis von Organen definiert (Endress, 1992). Molekulargenetisch
betrachtet bezeichnet ein Wirtel heutzutage eine Region der Bliite, aus der ein einzelner
Organtyp entsteht (Bowman et al., 1989; Bowman and Meyerowitz, 1991).

Dies beziiglich sind heute drei verschiedene Theorien in Umlauf (Arber, 1931;
Lawrence, 1951; Endress, 1992), wobei die Vier-Bliitenwirtel-Theorie momentan die
gebrauchlichste ist. Laut dieser Theorie belegen die verschiedenen Organtypen jeweils
einen separaten Wirtel. Die drei dulleren Wirtel bestehen aus jeweils vier Organen, wo-
bei es im dritten Wirtel zu Duplikation der medialen Stamen kam, woraus die lateralen
Stamen entsprungen sind (De Candolle, 1821). Der innerste Wirtel besteht aus nur zwei
Karpellen, die das Gynoeceum bilden. In einer anderen Theorie besteht die Bliite aus
fiinf Wirteln mit je vier Organen, wobei die lateralen und medialen Stamen getrennte
Wirtel belegen, und es im dritten Wirtel evolutiondr zum Verlust zweier lateralen Sta-
men kam. Der fiinfte, innere Wirtel besteht ebenfalls aus vier Organen, zwei sterilen
Karpellen, die die duflere Hiille des Fruchtknoten bilden und zwei fertilen Karpellen,
aus denen die Plazenta geformt wird (Lestiboudois, 1826; Merxmuller, 1967). Alterna-
tiv dazu bestehen die einzelnen Wirtel nach der Sechs-Bliitenwirtel-Theorie aus jeweils
zwei Organen (Steinheil, 1839; Alexander, 1952). Die lateralen und medialen Sepalen
belegen jeweils einen separaten Wirtel, wobei unklar ist, welche der Organe dem dul3er-
sten Wirtel entstammen (Arber, 1931). Die vier Petalen stammen aus einem einzigen
Wirtel, wobei sie durch Duplikation aus urspriinglich zwei Organen entstanden sind
(Endress, 1992). Mutmalliche Vorfahren besdfen somit zwei Petalen, die Petalenpri-
mordien teilten sich in zwei Subdoménen, aus denen dann komplette Organen entsprun-
gen sind. Die sechs Stamen sind ebenfalls auf zwei Wirtel verteilt, mit den beiden late-
ralen im vierten, den medialen, ebenfalls duplizierten Stamen im fiinften Wirtel. Den
sechsten Wirtel bilden die beiden Karpelle.
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Die Entwicklung individueller Arabidopsis Bliiten ist von der Entstehung der Bliiten-
primordien bis zur Dehiszenz der Schote ausfiihrlich beschrieben (Vaughan, 1955;
Miiller, 1963; Bowman et al., 1989). Anhand morphologischer Kriterien wurde die Blii-
tenentwicklung in verschiedene Stadien eingeteilt (Tab.1) (Smyth et al., 1990).

Bliitenprimordien entstehen in der Peripherie des Infloreszenzmeristems (IM) in einer
phyllotaktischen Spirale (Stadium 1), und werden kurz darauf durch eine Furche vom
IM getrennt (Stadium 2) (Smyth et al., 1990). Die Bliitenorganprimordien entwickeln
sich nach einem streng geordneten Muster sequentiell aus dem floralen Meristem (FM).
Die vier Sepalenprimordien sind die ersten, morphologisch sichtbaren Strukturen. Sie
entstehen kreuzformig, wobei das abaxiale Sepalenprimordium friiher elaboriert, als die
lateralen und das adaxiale (Stadium 3,4). Die vier Petalenprimordien und sechs Stamen-
primordien werden anndhernd simultan initiiert (Stadium 5). Im Zentrum des Bliiten-
primordiums wird das Gynoeceum bestehend aus zwei Karpellen gebildet. Bliiten in
Stadium 5-6 bestehen aus vier bereits differenzierenden Sepalen, die restlichen Organ-
primordien sind zu diesem Zeitpunkt bereits angelegt, aber noch vollig undifferenziert
und nicht irreversibel determiniert (Bowman et al., 1989; Bowman and Meyerowitz,
1991). Wihrend die Zellidentitét fiir die inneren Organe noch teilweise oder vollstindig
unspezifiziert ist, ist die Identitit von Zellen der duBlersten Organprimordien schon fest-
gelegt, und deutliche Charakteristika der Sepalenentwicklung konnen beobachtet wer-
den (Stadium 5). Die Zellidentitét der einzelnen Organe scheint abhéngig von ihrer Po-
sition innerhalb des Bliitenprimordiums. Die Identitdt der Stamenprimordien wird ab
Stadium 6 determiniert, und es kommt zu irreversiblen Entwicklungsschritten. Die Spe-
zifizierung von Zellen der Petalen scheint bis zu einem relativ spédten Zeitpunkt der Blii-
tenentwicklung reversibel (Bowman et al., 1989; Bowman and Meyerowitz, 1991).
Wihrend der Spezifizierung der Identitit einzelner Bliitenorgane unterlduft jedes Or-
ganprimordium einen organspezifisches Entwicklungsprogramm. Im Laufe der Diffe-
renzierung entstehen sowohl organspezifische, als auch allgemeine Zelltypen. Morpho-
logische Anzeichen fiir Differenzierung lassen sich fiir Stamen und Karpelle ab Stadium
7 beobachten, in Petalen ab Stadium 9.



Einleitung

Stadium | Orientierungspunkt zu Beginn des Sta- | Dauer in Stun- |  Alter der Bliite
diums den (h) zum Ende des Sta-
diums in Tagen (t)
1 Auswolbung an der Peripherie des IM 24 1
2 Furche separiert BP von IM 30 2,25
3 Sepalenprimordien erheben sich 18 3
4 Sepalenprimordien liberwachsen FM 18 3,75
5 Petalen- und Stamenprimordien erhe- 6 4
ben sich
Sepalen umschlieBen das BP 30 5,25
7 Mediale Stamenprimordien bilden 24 6,25
stielformige Basis
8 Antheren der medialen Stamen diffe- 24 7,25
renzieren
9 Petalenprimordien bilden stielformige 60 9,75
Basis

Tabelle 1: Zusammenfassung der einzelnen Stadien der Bliitenentwicklung in Arabidopsis thaliana. Die
wichtigsten Merkmale, die ein Stadium definieren wurden aufgelistet und die Dauer der einzelnen Stadien
bzw. das Alter der Bliite eines Stadiums bestimmt (Smyth et al., 1990).

1.2 Die AP2-Familie

In Arabidopsis kodieren etwa 5,9% der geschitzten Anzahl von Genen Transkriptions-
faktoren. Eine der grofiten Familien ist die AP2/ERF-Familie, die in Arabidopsis aus
147 Mitgliedern besteht (Feng et al., 2005). Diese TF-Familie ist pflanzenspezifisch,
und alle Mitglieder besitzen eine hoch konservierte, etwa 60 Aminosduren lange DNA-
Bindedoméne, die APETALA2 (AP2)/ETHYLENE-RESPONSIVE ELEMENT BINDING
FACTOR (ERF) Doméne (Riechmann and Meyerowitz, 1998; Riechmann et al., 2000).
AP2-Transkriptionsfaktoren sind in viele Prozesse von Pflanzen Wachstum und Ent-
wicklung involviert, wie z.B. Organidentitdt der Bliite, Hormonsignaltransduktion oder
Differenzierung von Zellen, und in Antwort auf biotischen und abiotischen Stress
(Riechmann and Meyerowitz, 1998; Riechmann et al., 2000). Die Familie kann, basie-
rend auf der Aminosduresequenz in fiinf Subfamilien unterteilt werden in APETALA2
(AP2), DEHYDRATION-RESPONSIVE ELEMENT-BINDING PROTEIN (DREB, Al-
A6), ETHYLENE RESPONSIVE ELEMENT BINDING FACTOR (ERF B1-B6), RELA-
TED TO ABI3/VPI (RAV) und Andere (Sakuma et al., 2002).

Mitglieder der AP2-Subfamilie enthalten zwei AP2-Domédnen (Jofuku et al., 1994;
Weigel, 1995; Okamuro et al., 1997). Fir AINTEGUMENTA (ANT) konnte direkte

DNA-Bindung des Proteins nachgewiesen werden. Der TF bindet an das Motiv
9
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gCAC(A/G)N(A/T)TcCC(a/g)ANG(c/t), wobei die Lénge dieser Sequenz vermuten
lasst, dass ANT mit beiden AP2-Doménen parallel an die Sequenz bindet (Krizek et al.,
2000). WRINKLED (WRI1), ebenfalls ein Mitglied der AP2-Subfamilie erkennt eine
konservierte Sequenz, die als AW(ASL1/WRII)-Box bezeichnet wird, und aus der Ba-
senfolge CnTnG(n);CG besteht (Maeo et al., 2009). Mitglieder der RAV-Subfamilie
besitzen neben der AP2-Doméne noch eine zweite DNA-bindende Region. Fiir RAV1
konnte bereits gezeigt werden, dass eine zweiteilige Sequenz erkannt wird, wobei die
AP2-Domine an ein CAACA Motiv bindet, die B3-Domine interagiert mit der Se-
quenz CACCTG. Beide Doménen binden unabhéngig von einander die spezifische
DNA-Sequenz, der Komplex ist allerdings deutlich stabiler, wenn beide Doménen vor-
handen sind (Kagaya et al., 1999). Die Mitglieder der ERF- und DREB-Subfamilien
besitzen nur eine AP2-Doméne. Diese beiden Subfamilien sind die groBten, und werden
in jeweils sechs Gruppen aufgeteilt (DREB A1-6; ERF BI-6). Fiir verschiedene DREBsS,
wie z.B. CBFI1-3 und DREB1A, DREB2A konnte direkte Bindung an die Sequenz
A/GCCGAC, das sogenannte Dehydration-Responsive-Element (DRE)/C-repeat nach-
gewiesen werden (Liu et al., 1998; Sakuma et al., 2002; Zhao et al., 2006). Mitglieder
der DREB-Subfamilie sind vor allem an Reaktionen der Pflanze auf abiotischen Stress,
wie extreme Temperaturen, hohe Salinitit oder Trockenheit (Stockinger et al., 1997,
Liu et al., 1998) beteiligt. Die ERFs besitzen in Pflanzen eine bedeutende Funktion fiir
die Reaktion auf biotischen Stress. Fiir einige Mitglieder (EBP, ERF1-5 und ORA59)
konnte spezifische DNA-Interaktion mit der 11Bp langen Sequenz TAAGAGCCGCC,
mit dem Kernmotiv GCCGCC nachgewiesen werden (Ohme-Takagi and Shinshi, 1995;
Hao et al., 1998; Fujimoto et al., 2000; Zarei et al., 2011). Diese GCC-Box, oder auch
Ethylene-Response-Element (ERE) findet sich in einigen Promotoren Ethylen-
induzierbarer Gene, die in Pathogenese oder Wundstress involviert sind (Ohme-Takagi
and Shinshi, 1995; Buttner and Singh, 1997; Ohme-Takagi et al., 2000; Zarei et al.,
2011).

Die Einteilung innerhalb der AP2/ERF-Familie in verschiedene Subgruppen basierend
auf Homologie, ldsst jedoch nicht immer Riickschliisse beziiglich ihrer Sequenzspezifi-
tat zu. Bisher wurde nur fiir wenige, der 147 Mitglieder dieser Transkriptionsfaktor-
Familie spezifische DNA-Bindung nachgewiesen, und es wurden mittlerweile verschie-
dene DREB/ERFs charakterisiert, die dieser strikten Einteilung widersprechen. Das
DREB TINY bindet mit gleicher Affinitit an die DRE-, als auch an die GCC-Box, wo-
durch es zur Verkniipfung der verschiedenen biologischen Funktionen von DREBs und
ERFs kommt. Entscheidend fiir die Erkennung der GCC-Box durch TINY ist Serl5 der
AP2-Domine (Sun et al., 2008). ABA-INSENSITIVE 4, das ebenfalls der DREB-
Subfamilie angehort zeigt spezifische DNA-Bindung an die Sequenz CCAC und ist
involviert in die Koordinierung nukledrer Expression von chloroplastenspezifischen

Genen (Koussevitzky et al., 2007). Sakuma et al mutierten einzelne Basen der DRE-
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Sequenz, und konnten zeigen, dass bei einem Basentausch an der 2. (A—C/T) oder 3.
Position (C—T) DREBIA trotzdem interagieren konnte, DREB2A hingegen keine spe-
zifische Bindung mehr zeigte (Sakuma et al., 2002). Damit wurde gezeigt, dass diese
beiden, nahe verwandten Proteine, obwohl Beide die selbe Sequenz priferieren, doch
qualitativ unterschiedlich beziiglich ihrer Bindeeigenschaften sind. Des Weiteren wurde
in Nicotiana tabacum zwei ERFs, wound-responsive AP2/ERF-like factor 1 (WRAFI)
and WRAF2 gefunden, die spezifisch an das vascular-system-specific and wound-
responsive-cis-element (VWRE) mit der Sequenz GAAAAGAAAATTTC binden
(Sasaki et al., 2006).

Die Struktur der AP2-Doméne und des Protein-DNA-Komplexes konnte fiir AtERF1
mittels Kernspinresonanzspektroskopie aufgeklart werden (Allen et al., 1998). Die AP2-
Domine kann in zwei strukturell und funktionell verschiedene Bereiche unterteilt wer-
den. Drei anti-parallele p-Faltblétter bilden die DNA-Bindedoméne. Diese sind gegen
eine a-Helix gepackt, die selber nicht direkt an DNA bindet, sondern das Riickgrat dar-
stellt. Bei AtERF1 wird das dreistringige p-Faltblatt von den AS Vall49 bis Phel76
gebildet, die a-Helix besteht aus den AS Thr178 bis Argl194. Die Struktur wird stabili-
siert durch eine Vielzahl hydrophober Bindungen, sowohl innerhalb, als auch zwischen
den beiden Teildomédnen. In der a-Helix befinden sich eine Vielzahl von Ala-Resten,
die mit grofen, hydrophoben AS-Resten aus den p-Faltblittern interagieren (Phel57,
Phel76, Vall71 und Ile161). B-Faltblatt 2 verlduft parallel zur a-Helix, 1 und 3 liegen
antiparallel dazu. Die Konfirmation der Doméne wird durch die Bindung an ihre Zielse-
quenz kaum beeinflusst. Sie bindet an die groe Furche der GCC-Box, wobei die N—C
Richtung von Strang 2 des B-Faltblatts parallel zur 5’—3" Richtung der DNA lduft.
Verantwortlich fiir die spezifische Bindung an die GCC-Box sind vor allem die Guani-
dyl-Gruppen vierer Argininreste, Argl150, Argl52, Argl62 und Argl70, die hydrophobe
Wechselwirkungen (Van-der-Waals-Krifte) mit fiinf Guanin-Basen. Des Weiteren bil-
den Argl50, Argl62 und Argl70 hydrophobe Interaktionen zu Pyrimidinbasen. Der
aromatische Ring von Trp154 und Trp172 interagiert tiber hydrophobe Wechselwirkun-
gen mit vier verschiedenen Basen. Diese Interaktionen werden als die spezifische Bin-
dung an das konservierte Erkennungsmotiv beschrieben. Stabilisiert wird der Komplex
durch eine Reihe von unspezifischen Bindungen, die teilweise zwischen den bereits
erwdhnten AS iiber hydrophobe Interaktionen mit der Desoxyribose oder ionische Bin-
dungen mit dem Phosphatrest des Riickgrats bestehen, aber auch zwischen anderen AS
mit dem Riickgrat. Die AS Gly148, Lys156 und Thr186 interagieren ebenfalls mit ver-
schiedenen Zucker- und Phosphat-Resten, wobei Thr186 als einzige DNA-bindende AS
zum o-helikalen Teil der Doméne gehort. Die unspezifischen Bindungen sorgen nicht

nur fiir eine erhdhte Stabilitidt des Komplexes, sondern auch fiir die Bildung der spezifi-
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schen Bindungen, indem die DNA in die richtige Position relativ zur AP2-Domine ge-

bracht wird, bevor die spezifischen Basen erkannt werden (Allen et al., 1998).

Die an der Protein-DNA-Interaktion beteiligten AS sind, abgesehen von Lys156 inner-
halb der kompletten AP2/ERF-Familie hoch konserviert. Unklar dabei ist, wie die ver-
schiedenen Proteine trotzdem eine unterschiedliche Sequenzspezifitit aufweisen kon-
nen, und Genexpression in von einander unabhéngigen Signaltransduktionswegen regu-
lieren. Da fiir ERF1 gezeigt wurde, dass der Rest des Proteins keine Auswirkung auf die
Konfirmation der AP2-Doméne und ihre Bindeeigenschaften hat (Allen et al., 1998),
miissen andere AS innerhalb der Doméne Einfluss darauf haben. Neben den direkt in-
teragierenden AS konnten in der DREB-Subfamilie bereits nicht direkt interagierende
AS als essentiell fiir die Komplexbildung identifiziert werden. In der DREB-Subfamilie
sind die AS Vall4 und Glul9 der AP2-Domine hoch konserviert, wohin gegen man bei
den meisten ERFs an dieser Position Alal4 und Aspl9 findet. DREB1A mit einer AS-
Substitution von Vall4 nach Alal4 bindet nicht mehr an das spezifische DRE-Motiv.
Werden bei DREB2A beide AS-Reste ausgetauscht (Vall4—Alal4 und
Glul9—Aps19) wird neben der DRE-Sequenz auch die GCC-Box als spezifische Bin-
destellen erkannt (Sakuma et al., 2002). AuBBerdem konnte gezeigt werden, dass Ala37,
ebenfalls eine hoch konservierte AS in der a-Helix, eine entscheidende Rolle bei der
Protein-DNA-Interaktion beider Subfamilien spielt (Liu et al., 2006).

1.3 Dornréschen und Dornroschen-like

Interessanterweise konnte bereits fiir einige ERFs gezeigt werden, dass sie in verschie-
dene Entwicklungsprozesse, und nicht in die Reaktion auf biotischen Stress involviert
sind. Die Uberexpression von TINY fiihrt z.B. zur Verringerung der Zellelongation und
damit zu Pflanzen mit reduzierter Organgrof3e (Wilson et al., 1996). Bei der Funktions-
gewinnmutante von LEAFY PETIOLE (LEP) wurden Blatter mit fehlenden Petiolen,
verkiirzten Schoten und eine allgemein verzdgerte Entwicklung der Pflanzen beobachtet
(van der Graaff et al., 2000). Auch fiir die beiden Mitglieder der AP2-Familie DORN-
ROSCHEN (DRN) und DORNROSCHEN-LIKE (DRNL) konnte die Beteiligung an ver-

schiedenen Entwicklungsprozessen gezeigt werden.

DRN wurde auf der Suche nach bislang unbekannten Genen, die die Funktion des
SAMs beeinflussen, entdeckt. Mit Hilfe eines Transposon-vermittelten Aktivierungsmu-
tagenesesystems (Transposon mediated Activation tagging Mutagenesis in ARAbi-
dopsis, TAMARA), welches in Arabidopsis thaliana etabliert werden konnte, wurde die
Dornroschen-1D Mutation, in der DRN ektopisch exprimiert wird, identifiziert (Kirch et

12



Einleitung

al., 2003). Als Konsequenz dieser Fehlexpression kommt es zum Verlust der Meriste-
maktivitit im vegetativen Meristem, Infloreszenzmeristem und in floralen Meristemen.
Das SAM stellt seine Aktivitdt nach der Bildung von 6 bis 7 Rosettenblittern ein, ver-
grofert sich und bildet in unregelmiBigen Abstinden nadelférmige Filamente. Diese
Pflanzen bilden erst nach vielen Wochen sekundire Infloreszenzen, die meist ebenso
arretieren, teilweise aber Bliiten bilden und schlielich Samen produzieren (Kirch et al.,
2003). Banno et al. (2001) beobachteten die Cytokinin-unabhéngige Regeneration von
Sprossen aus Wurzelgewebe durch konstitutive Uberexpression von DRN, benannt als
ENHANCER OF SHOOT REGENERATION 1 (ESRI1), woraus geschlossen wurde, dass
DRN synergistisch zu Cytokinin agiert.

DRNL ist interessanterweise ebenfalls in Aktivierungsmutagenese-Experimenten in
Arabidopsis aufgefallen (Ward et al., 20006). In sob2-D phyB-4 (suppressor of phytoch-
rome B-4 [phyB-4]#2 dominant) wurde, durch Uberexpression von SOB2/DRNL in der
phyB-4 Mutante der Hypokotyl-Phénotyp der Mutante unterdriickt. Ein direkter Beitrag
von DRNL zur Hypokotylentwicklung im Rahmen des normalen Pflanzenwachstums ist
jedoch eher unwahrscheinlich, da bisher keine Transkription in wildtypischen Keimlin-
gen und adulten Geweben nachgewiesen werden konnte (Ward et al., 2006). In einem
unabhingigen Screen von iiberexprimierenden Pflanzen fiel die bolita-D (bol-D) Mut-
ante durch starken Zwergphanotyp auf (Marsch-Martinez et al., 2006). Die ektopische
Expression von BOL/DRNL fiihrt zu einer allgemeinen Verzdgerung der Entwicklung,
die Pflanzen weisen eine deutlich reduzierte Fertilitdt auf, und Blitter, Knospen, Bliiten
und Schoten sind missgebildet. Konstitutive Uberexpression von DRNL durch den 35S-
Promotor fiihrte zu einem vergleichbaren Phénotyp, wobei die stirksten Phénotypen
sogar sowohl ménnlich als auch weiblich steril sind (Kirch et al., 2003; Nag et al.,
2007).

Die drn-1 und drnl-1 Einzelmutanten zeigen beide pleiotrope Defekte in der Entwick-
lung der Keimblitter mit geringer Penetranz, wobei das SAM stets voll funktional ist
(Chandler et al., 2007). Die drn drnl Doppelmutante weist diese Defekte mit einer er-
hohten Penetranz auf, was auf Redundanz der beiden Gene beziiglich der Kotyledone-
nentwicklung schlielen ldsst. Die drn Mutante zeigt auBBerdem wéhrend der Embryoge-
nese einen Zellteilungsdefekt in der Hypophyse, der in der drn/ Mutante nicht zu finden
ist. Auch dieser Phénotyp ist in der Doppelmutante mit stark erhdhter Frequenz vertre-
ten und zeigt sich mit annéhernd voller Penetranz (94%). Des Weiteren lésst sich eine
Varianz beziiglich der Anzahl verschiedener Bliitenorgane, hauptsidchlich der Stamen,
in der drnl Mutante beobachten, die in drn nicht auftritt (Chandler, nicht veréffentlicht).

Durch Mutagenese von pistillata-5 (pi-5) Pflanzen mit Ethylmethansulfonat (EMS)
wurde nach Mutanten gesucht, die den pi-5 Phénotyp verstirken oder abmildern. Dabei

wurde ein starkes Allel von drnl als b-class-modifier (bcm)/drnl-2 Funktionsverlustmut-
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ante entdeckt, welches den Bliitenphidnotyp von pi-5, bei dem die Organe des zweiten
Wirtels Sepalen statt Petalen entsprechen, verstéirkt. In der Doppelmutante bilden sich
meist filamentdse Strukturen statt Stamen, teilweise auch keine Organe im dritten Wir-
tel, was dazu fiihrt, dass die Doppelmutante grundsétzlich ménnlich steril ist. Dieser
Phénotyp wurde dhnlich auch in der bem/drnl-2 Einzelmutante festgestellt, die in Ver-
gleich zur Doppelmutante, wenn auch nur selten, fertile Stamen besitzt (Nag et al.,
2007).

DRN wird der Gruppe B1 der ERF-Subfamilie zugeteilt, unter anderem zusammen mit
ERF3, ERF4, LEP und dem néchst verwandten Protein DRNL (Sakuma et al., 2002).
Fiir DRN konnte bereits spezifische Interaktion mit der GCC-Box beobachtet werden
(Banno H., 2006). DRN und DRNL sind im Abstand von etwa 24cM auf Chromosom 1
lokalisiert. Beide Proteine besitzen im Vergleich zur AP2-Subfamilie nur ein DNA bin-
dendes Motiv und werden stets nur von einem Exon kodiert (Riechmann et al., 1998).
Die Homologie von DRN und DRNL ldsst vermuten, dass sie aus einer intrachromoso-
malen Genduplikation entstanden sind. Die beiden Proteine besitzen eine Ahnlichkeit
von 57% bei einer Identitét von 31%, die AP2-Dominen beinhalten allerdings nur sechs
unterschiedliche AS-Reste, und besitzen damit eine Ahnlichkeit von 94% mit 90%
Identitdt. Abgesehen von der AP2-Doméne konnten keine bekannten funktionellen Do-
ménen oder Strukturmotive identifiziert werden. Auch fehlt es an klassischen Kernloka-
lisierungs-Signalen (Hicks et al., 1995). Die transiente Expression der isolierten AP2-
Domine von DRN fusioniert mit GFP, zeigte jedoch ein Zellkern-spezifisches Signal,
was eine Kernlokalisierungs-Sequenz innerhalb der AP2-Domidne vermuten ldsst
(Matsuo and Banno, 2008).

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen dieser Doktorarbeit sollten die Expression der beiden Mitglieder der AP2-
Familie DRN und DRNL wihrend verschiedener Entwicklungsphasen genauer analy-

siert und verglichen werden.

Des Weiteren sollten mogliche Zielgene von DRN und DRNL identifiziert werden, um
die biologische Funktion der beiden putativen AP2-Transkriptionsfaktoren zu evaluie-
ren. Dabei wurde einerseits die direkte Interaktion von DRN und DRNL mit einer spezi-
fischen DNA-Sequenz untersucht, um mdgliche Zielsequenzen zu identifizieren. Au-
Berdem wurde nach allgemeinen Zielgenen gesucht, die von DRN und DRNL reguliert

werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Bakterienstamme

Zur Klonierung und Amplifikation von Plasmid-DNA wurde der Bakterienstamm E.coli
DH5a (Hanahan, 1983) verwendet. Fiir die Expression rekombinanter Proteine wurden
die Stimme FE.coli BL21DE3 (Phillips et al., 1984) und E.coli M15(pREP4) (Qiagen,
Mannheim) eingesetzt. Zur Transformation von Arabidopsis Col-0 wurde der Agrobak-
terium tumefaciens-Stamm GV3101(Koncz et al., 1986) benutzt.

2.1.2 Klonierungs- und Expressionsvektoren
Es wurden folgende Vektoren verwendet:
- pCR II TOPO (Invitrogen, Karlsruhe): Subklonierung von PCR-Fragmenten

- pGPTV/BaR/Ascl oder pGPTV/Kan/Ascl (Uberlacker et al., 1996): Die biniren
T-DNA Vektoren enthalten innerhalb der T-DNA Grenzen neben einem BASTA
oder Kanamycin Resistenzgen das GUS Markergen uidA.

- pIVEX 2.5d und pIVEX 2.6d (Roche, Mannheim): Expressionsvektoren fiir zell-
freie Proteinsynthese mit n-terminalen (2.6d) oder c-terminalem (2.5d) HA-

Epitop

- pQE-30 UA (Qiagen, Mannheim): Expressionsvektor fiir das Qiaexpress-
System. Synthetisierte Proteine erhalten ein n-terminales His-Epitop (6xHis).

2.1.3 Verwendete Desoxyoligonukleotide

Fiir die durchgefiihrten Polymerasekettenreaktionen wurden folgende Oligonukleotide

(Sequenz 5’ zu 3’) bei der Firma Sigma (Darmstadt) bezogen:

Oligonukleotide zur Klonierung der DRNL Reportergene

XmaCl-GFP_F CCCGGGATGAAGACTAATCTTTTTCTC
XmaCl-GFP_R CCCGGGTTAAAGCTCATCATGTTTGTA
BamHI-CFP_F GGATCCATGGTGAGCAAGGGCGA
Sacl-CFP_R GAGCTCCCCGGGCTACTTGTACAGCT
XmaCl-DRNL F CCCGGGATGGAAGAAGCAATC
BamHI-DRNL R GGATCCATAATCATCATGAAAG
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Oligonukleotide zur Klonierung der Konstrukte fiir die Proteinsynthese
1. Klonierung in pIVEX2.5d/2.6d

DRN-RTS-F
DRN-RTS-R
DAP2-RTS-F
DAP2-RTS-R
DRNL-RTS-F
DRNL-RTS-R
DLAP2-F
DLAP2-R
DREBIA-RTS-F
DREBIA-RTS- R

TATCCATGGAAAAAGCCTTGAGAAA
TATCCCGGGTCCCCACGATCTTCGGCAAGT
TATTCATGAGGTACCGCGGCGTACGCCGGA
TATCCCGGGAGTAAAATTAGTACGAGCCTTTGCT
TATCATGAAAGAAGCAATCATGAGAC
TATCCCGGGATAATCATCATGAAAGCAATAC
CCCGGGATGAGGTACCGAGGCGTGAGGCGTAGG
CCCGGGGACGAAGTTGGTTCGAGCTTTAA
TATCCATGGACTCATTTTCTGCTTT
TATCCCGGGCGTCGCATCACACATCTCAT

2. Klonierung der Chiméren in pIVEX2.5d/2.6d

DAP2-R-Ad
DLAP2-F
DLAP2-R
DLAP2-R-Ad
DRN-R-Ad

DREBhelix-F
DRN-F2-Ad

DREBhelix-R
DRNL-R-Ad
DRNL-F2-Ad
DREB-R2
DREB-F2
DRNhelix-F-Ad
DRNhelix-R-Ad
DRNLhelix-F-Ad
DRNLhelix-R-Ad

DRNLnAd-R2

DREBap2-F
DRNnAd-R2

DREBn-R
DRNap2Ad-F

DRNLap2Ad-F

CCACGGCCTCCGGCGTACGCCGCGGTACCTCGAAGATTTCTTGTTGGA
AAA

CCCGGGATGAGGTACCGAGGCGTGAGGCGTAGG
CCCGGGGACGAAGTTGGTTCGAGCTTTAA
CCTACGCCTCACGCCTCGGTACCTATTCATTGGAGGAGACGAGAAAAT
GGCAACGTCGTGAGCTCGAGCTGCCATCTCAGCGGTGTCAAATGTTCCG
AGCCAAC

ACCGCTGAGATGGCAGCTCGAGCTCAC
CCCTTCGTGGCCGATCAGCCTGTCTCAATTTCGCTTATCCGACAGCTGT
CATTAT

AGCGAAATTGAGACAGGCTGATCG

GCGGCAACGTCGTGAGCTCGAGCTGCCATCTCAGCGGTGTCAAA
TGTTCCGAGCCATCGTCT
CCCTTCGTGGCCGATCAGCCTGTCTCAATTTCGCTTACCAATGCCTTCT
CTCGACT

TTGAAATGTTCCGAGCCAAATCCTT
GACTCGGCTTGGAGACTCCGAAT
CCAAACAAGAAAACAAGGATTTGGCTCGGAACATTTCAAACGGCGGA
ACAAGCCGCTTGT
CGCAAGTTGATTCCGGGATTCGGAGTCTCCAAGCCGAGTCAGTAAAAT
TAGTACGAGCCTTTGCT
CCAAACAAGAAAACAAGGATTTGGCTCGGAACATTTCAAACGGCCG
AGGAAGCAGCTTGCGCA
CGCAAGTTGATTCCGGGATTCGGAGTCTCCAAGCCGAGTCGACGAAG
TTGGTTCGAGCTTT
GGAGTTTCTCCGACGAACTCCTCTGTATATTATCGTAGAGACACCGGA
AGC

ATATACAGAGGAGTTCGTCGGAGAAA
GGAGTTTCTCCGACGAACTCCTCTGTATATCGTCGTGCTGCTGCCAG
CTCCGGC

TGGGTGACGAGTCTCACGAAACTT
CGTAAGAAGTTTCGTGAGACTCGTCACCCAAGGTACCGCGGCGTAC
GCCGGAGG
CGTAAGAAGTTTCGTGAGACTCGTCACCCAAGGTACCGAGGCGTGA
GGCGTAGG

3. Klonierung in pU30 zur Expression in E.coli

DRN-F
DRN-R
DRNL-F
DRNL-R

ATGGAAAAAGCCTTGAGAAACTT
TCCCCACGATCTTCGGCAAGT
ATGGAAGAAGCAATCATGAG
ATAATCATCATGAAAGCAATA
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Oligonukleotide zur Verwendung fiir EMSA und CASTing

wGCCs GATCCAGAGCCGCCACTA

wGCCas GATCTAGTGGCGGCTCTG

mGCCs GATCCAGATCCTCCACTA

mGCCas GATCTAGTGGAGGATCTG

wDREB1As GATCCAGATACCGACATACTA

wDREBI1Aas GATCTAGTATGTCGGTATCTG

CAST-R76 CAGGTCAGTTCAGCGATCCTGTCGNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNGAGGCGAATTCAGTGCAACTGCAGC

CAST-F GCTGCAGTTGCACTGAATTCGCCTC

CAST-R CAGGTCAGTTCAGCGGATCCTGTCG

2.2 Methoden

Alle molekularbiologischen Methoden erfolgten nach Current Protocols in Molecular
Biology Volume 2 (Wiley, 1996) oder nach Herstellerangaben und werden nicht ndher

beschrieben.

2.2.1 Nicht-radioaktive RNA In situ Hybridisierung (ISH)

Die ISH wurde nach einem gebrauchlichen Laborprotokoll durchgefiihrt (ausfiihrliche

Beschreibung siehe Dissertation Durantini, 2009).

Als Sonde fiir DRNL wurde ein 562 bp langes DNA-Fragment verwendet, von Position
348-918 downsteam des Transkriptionsstarts.

2.2.2 Klonierung der Chimaren

Die im Rahmen dieser Arbeit erzeugten Chimdren wurden mittels Fusions-PCR
(Charlier et al., 2003; Szewczyk et al., 2006) erzeugt. Diese Methode erlaubte den Aus-
tausch von einzelnen DNA-Abschnitten der Protein kodierenden Sequenz, indem ein-
zelne Teilbereiche mit anhidngenden Adaptersequenzen synthetisiert werden, welche im
néchsten Schritt hybridisieren und danach als ein Produkt polymerisiert werden. Vorteil
dieser Methode gegeniiber der klassischen Klonierung unter Verwendung von Restrikti-
onsendonukleasen ist die vollige Unabhdngigkeit von Schnittstellen. Somit kann der
gewlinschte Teilbereich exakt entfernt bzw. ausgetauscht werden, ohne dass die Se-

quenz durch die Erzeugung etwaiger neuer Schnittstellen verdndert wird.
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2.2.3 Proteinsynthese und Aufreinigung

Fiir die in vitro Proteinsynthese wurden drei verschiedene Systeme verwendet, EasyX-
press Protein Synthesis Kit (Qiagen, Hilden), Rapid Translation System RTS 100 (Ro-
che, Mannheim) und TNT SP6 High-Yield Wheat Germ Protein Expression System
(Promega, Mannheim). Dabei wurde sich an die Herstellerprotokolle gehalten. Fiir die
Aufreinigung der in vitro translatierten Proteine iiber ein HA-Epitop wurden MACS-

MicroBeads anti-HA (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach) verwendet.

Die Proteinexpression in E.coli erfolgte mit einem kompletten Klonierungs-, Expressi-
ons- und Aufreinungskit (QiaExpress, Qiagen, Mannheim). Die Aufreinigung der mit

His-Epitop versehenen Proteine erfolgte {iber Ni-N7A4 unter nativen Bedingungen.

2.2.4 EMSA und CASTing

Bei den EMSAs wurde sich grundlegend nach Buratowski und Chodosh (Buratowski
and Chodosh, 2001) oder nach den fiir DREBIA getesteten Bedingungen (Urao et al.,
1993; Liu et al., 1998) gerichtet, wobei die Parameter variierten. Es wurden die Puffer-
systeme TBE, TAE und Tris-Glycin gestestet, der pH-Wert bewegte sich zwischen 7,0-
8,0 und es wurden verschiedene Konzentrationen (6-10%) und Vernetzungen (1:40-
1:80) fiir die Acrylamid/Bis-Acrylamid-Gele verwendet. AuBBerdem wurden verschiede-
ne Bindebedingungen getestet, wobei die Temperatur (4°C-RT), pH-Wert (7,0-8,0),
Salz- (50-200 mM) und BSA-Konzentration (0-300 pg/ml) variierten. Bei den Kompeti-
tionversuchen wurden je 0,1-5 pg spezifischer oder unspezifischer Kompetitor einge-

setzt.

Die CASTings erfolgten grundlegend nach Pollock (Pollock, 2001). Es wurde zwei un-
abhéngige Experimente durchgefiihrt, mit sechs IPs und abschlieBendem bandshift bzw.
mit acht IPs ohne bandshift. Fiir die Immunoprezipitation wurden MACS®MicroBeads
anti-HA (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach) verwendet, die Waschungen erfolgten
unter sehr milden und nativen Bedingungen. Die selektierten Oligonukleotide wurden in

pCR II TOPO kloniert und sequenziert.
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2.3 Erzeugte Klone und transgene Pflanzenlinien

2.3.1 DRNL Reportergen-Linien in pGPTV

Ascl XmaCl  BamHI XmaCl Ascl
PDRNL::DRNL-CFP
5,5 KB upstream DRNL  CFP 3,8 KB downstream
ORF
Ascl XmaCl XmaCl Ascl
pDRNL:erGFP
5,5 KB upstream erGFP 3,8 KB downstream

2.3.2 Konstrukte zur in vitro Proteinexpression in pIVEX 2.5d/2.6d

DRN, DRNL und DREBIA

n-term AP2 c-term
DRN
DRNL
DREBTA

h-term AP2 c-term

DRN-AP2
DRNL-AP2
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Chimare DRN, DRNL und DREBIA

Austausch der AP2-Doméne

n-term AP2 c-term

DRN/DREB1A-AP2 _

DRNL/DREBTA-AP2 |

DREB1A/DRN-AP2 [ Eaaa— |

DREB1A/DRNL-AP2 | I R S

Austausch der a-Helix der AP2-Domaéne

n-term AP2 c-term

sheet helix
DRN/DREB1A-helix h

DRNL/DREB 1 A-h el 15—

DREB1A/DRN-helix I

DREBTA/DRNL-helix I S
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3  Ergebnisse

3.1 Expression von Dornréschen-like in Arabidopsis thaliana

Zur Analyse der Promotoraktivitit wurden verschiedene transgene Pflanzenlinien in
Arabidopsis generiert, die unterschiedliche Reportergene unter dem Dornroschen-like-
Promotor exprimieren. Zum einen wurden translationale Promotorkonstrukte erzeugt, in
der die genomische Sequenz von 5,6 KB upstream und 3,8 KB downstream des DRNL-
Transkriptionsstarts, jeweils bis zum ndchsten bekannten kodierenden Bereich, ein
DRNL-CFP Fusionsprotein treibt. In transkriptionalen Linien treibt dieser genomische
Bereich, im folgenden als DRNL-Promotor (pDRNL) bezeichnet, das Reportergen
erGFP. Die Analyse von jeweils 10 unabhéngigen Linien ergab stets identische Muster.

Des Weiteren wurde die Transkription von DRNL im Embryo und der Infloreszenz
durch RNA in situ Hybridisierung analysiert. Auch der Vergleich von RNA zu Protein
Lokalisierung ergab kaum Divergenz, DRNL wirkt also zell-autonom und wird nicht
sekretiert.

3.1.1 DRNL wird wahrend der gesamten Embryogenese exprimiert

Der DRNL-Promotor ist bereits zu einem frithen Stadium der Embryogenese aktiv. Ab
dem 16/32-Zellstadium wird DRNL im Proembryo exprimiert, wohin gegen Hypophyse
und Suspensor keine Promotoraktivitit zeigen (Abb. 1A,). Im spiteren Globuldrstadium
ist die DRNL-Expression auf den apikalen Bereich begrenzt (Abb. 1B) und teilt sich
schlieBlich im Dermatogenstadium in zwei distinkte Signale an den Seiten (Abb. 1C,
G). Ab diesem Zeitpunkt ist der Promotor ausschlieBlich in den Kotyledonenprimordien
aktiv. Im Herzstadium ist die Expression noch vergleichsweise weitldufig in drei bis
vier Zellschichten in den kompletten auswachsenden Keimblittern zu beobachten (Abb.
ID-F, J). In spdteren Stadien beschréinkt sich die Expression auf wenige Zellen in den
Spitzen der Kotyledonen, jedoch zu keinem Zeitpunkt in der L1-Schicht (Abb. 1G-H).
Zum Ende des Torpedostadiums werden die ersten Blattprimordien angelegt, in denen
der Promotor auch starke und zunichst weitlaufige Expression in allen Zellen, die histo-
logisch der Organanlage zugeordnet werden konnen (Abb.1J). Die beiden ersten Blatter
werden distich angelegt und stehen sich damit direkt gegeniiber, allerdings werden sie
zeitlich versetzt initiiert (Abb. 1K).

Die Muster der RNA in situ Hybridisierung (Abb. 1M-P) stimmen mit den Expressi-
onsmustern der translationalen und transkriptionalen Linien weitestgehend {iiberein.

Einzig in Herz- und Torpedostadium ist das Muster aller analysierten, transkriptionalen
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Linien (Abb. 1D, I) im Vergleich zu den translationalen Linien (Abb. 1E-H) deutlich
breiter. Der Ausschluss von DRNL aus der L1-Schicht der entstehenden Kotyledonen-
primordien wird in der transkriptionalen Linie nicht beobachtet, was zum einen durch
die grofle Signalstirke des erGFPs zu erkléren ist, welches moglicherweise noch in be-
nachbarte Zellen strahlt. AuBBerdem ist DRNL-Expression sehr dynamisch, was vermu-
ten ldsst, dass das Protein eine geringe Halbwertszeit besitzt und in der Zelle schnell
proteolysiert wird, wodurch auch das Fusionsprotein ziigig abgebaut wiirde, die
transkriptionale erGFP Fusion hingegen vergleichsweise langsam proteolysiert wird und
das Fluorophor zundchst akkumuliert. Mit Hilfe eines PESTfind analysis Programms
(Néron et al., 2009) konnten in DRNL tatséchlich fiinf Sequenzbereiche lokalisiert wer-
den, die als mogliche PEST-Motive dienen. PEST-Sequenzen bestehen zu einem hohen
lokalem Anteil aus Prolin- (P), Glutaminséure- (E), Serin- (S) und Threoninresten (T)
und reduzieren die Halbwertszeit von Proteinen dramatisch, durch die Markierung eines
Proteins fiir den raschen proteolytischen Abbau (Rogers et al., 1986; Rechsteiner and
Rogers, 1996).
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Abbildung 1: Expression von DRNL Transkript und Protein wahrend der Embryogenese.
Expressionsmuster von pDRNL::erGFP (A-D;I-L) und pDRNL::DRNL-CFP (E-H) und in situ
Hybridisierung (M-P) im frithen Globular- (A,M), spiten Globular- (B,N), Dermatogen- (C), Herz-
(D,0) und Torpedostadium (G-L,P). Auf- und Seitenansicht eines Herzstadium Embryos (E,F). Reifer
Embryo mit bereits auswachsenden Primérblittern (J) und Detailaufnahme von Blatt 1 und 2 (1K).
Homozygote pDRNL::erGFP-Linie in der mp Verlustmutante. Der Messbalken entspricht 10um.

Da die Transkription von DRN in der Spitze von Kotyledonen in spdten embryonalen
Stadien bereits, als direkt durch AUXIN RESPONSE FACTOR 5 (ARFS5)/
MONOPTEROS (MP) reguliert, identifiziert wurde (Okushima et al., 2005; Cole et al.,
2009), sollte auch eine mogliche Verkniipfung von MP und DRNL analysiert werden.
Dazu wurden pDRNL::erGFP Linien in die arf5-1 T-DNA Mutante (Okushima et al.,
2005) aus der SALK Kollektion gekreuzt. Die mp Mutation ist homozygot letal, wes-
halb mp heterozygote und pDRNL::erGFP homozygote Linien ausgewertet wurden.
Homozygot mutante Embryonen sind ab dem Torpedostadium morphologisch identifi-
zierbar. Sie entwickeln kein provaskuldres System in der basalen Doméne (Berleth and
Jurgens, 1993; Przemeck et al., 1996; Hardtke and Berleth, 1998), wodurch weder Hy-

pokotyl, noch Primédrwurzel gebildet werden, die beide im Wildtyp aus diesem Bereich
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entstehen. In Embryonen mit offensichtlich basalem Defekt wurde keine DRNL-
Expression detektiert (Abb. 1L). AuBerdem weist auch ein Teil der nicht phanotypi-
schen Embryonen in verschiedenen Stadien keine Expression auf (nicht dargestellt).
DRNL scheint also in der homozygoten mp Mutante zu keinen Zeitpunkt exprimiert zu
werden. Im Vergleich dazu wurde fiir DRN nur ein verdndertes Muster fiir phénotypisch
mutante Embryonen beobachtet. Pflanzen mit basalem Defekt zeigten keine DRN-
Expression in den Kotyledonenspitzen, die Expression im SAM hingegen ist nicht be-
einflusst (Cole et al., 2009).

3.1.2 DRNL wird wahrend der Organogenese von Blattern exprimiert

Die bereits in der Ovule angelegten Blattprimordien wachsen nach der Keimung weiter
aus, wobei der DRNL-Promotor in dem gesamten, histologisch dem Blatt zugehdrigen
Bereich aktiv ist (Abb. 2A). Wiéhrend das Blatt elongiert, beschrinkt sich die Expressi-
on von DRNL immer mehr auf den apikalen Teil des jungen Blattes (Abb. 2B) und die
Stipulen (Abb. 2C). SchlieBlich findet sich Expression nur noch in wenigen Zellen der
L2 und L3 Schicht (Abb. 2D), analog zu den sich entwickelnden Kotyledonenprimordi-
en. Auch die Folgeblétter zeigen DRNL-Promotoraktivitét, vergleichbar zu den Primér-
blittern (Abb. 2E, F). Diese werden in Gegensatz zu Blatt 1 und 2 nicht distich initiiert,
sondern in der fiir Arabidopsis ab dem dritten Blatt typischen spiraligen Anordnung.
AuBerdem ist ein starkes Signal in den Hydatoden junger Blitter zu beobachten (Abb.
E, F).

Sowohl DRNL, als auch DRN werden in den Stipulen ubiquitér exprimiert (Abb. 2C).
Um die Expression der beiden Gene wihrend der Initialisierung und dem Auswachsen
lateraler Organe aus dem vegetativen Sam besser verfolgen zu konnen, wurde die
transkriptionale Reportergen-Linie pDRNL::erGFP in den pressed flowerl (prs) Hin-
tergrund gekreuzt. PRSI/WOX3 besitzt eine wichtige Funktion bei der Entwicklung
lateraler Pflanzenorgane, wie den Stipulen und den lateralen Sepalen (Matsumoto and
Okada, 2001; Nardmann et al., 2004). Beziiglich der lateralen Sepalen konnte gezeigt
werden, dass die Organe in der Mutante zwar initiiert werden, ein vollstindiges Aus-
wachsen jedoch nicht stattfindet. In der prs Mutante konnte kein Signal an Stellen, an
denen die Stipulen lokalisiert sind, bzw. diese initiiert werden, detektiert werden. Im
Gegensatz zu den lateralen Sepalen werden in der Mutante anscheinend keine Zellen fiir
die Bildung von Stipulenanlagen rekrutiert. Kontrdr zu DRNL wird DRN nur im Zen-

trum des Meristems exprimiert (nicht dargestellt).
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Abbildung 2: Expression von DRNL wihrend der vegetativen Phase.

Expressionsmuster von pDRNL::erGFP in WT (A-C) und der prs Mutante (D-F) 1 (A), 2 (B), 3 (C), 4
(D), 5 (E) und 8 (F) Tage nach Keimung. Ein Kotyledonen wurde entfernt, um direkte Aufsicht auf das
SAM und die jungen Blétter zu erhalten. Die Pfeilspitzen in (E,F) markieren die Hydatoden, Abkiirzun-
gen: Stipulen (Sp), Blatt (B), erstes (1), zweites (2), drittes (3) und viertes Blatt (4). Der Messbalken ent-
spricht 50pm.

Die Anzahl der DRNL exprimierenden Zellen wurde mit den Ergebnissen einer klonalen
Sektoranalyse verglichen (Irish, 1992). In dieser Studie ergab sich fiir Blatt 1-2 eine
minimale Anzahl von 8-9 Zellen, die Blitter 3-4 werden aus jeweils 4-5 Griinderzellen
gebildet. Der DRNL-Promotor ist in den Blattprimordien bereits aktiv, sobald diese hi-
stologisch zu erkennen sind. Dabei wird zunéchst eine sehr kleine Zellpopulation vor-

markiert, pro Primordium maximal 10 Zellen, die in zwei Zellreihen organisiert sind.

3.1.3 DRNL markiert alle Organanlagen in der Bliite

Das Expressionsmuster von DRNL wihrend der Bliitenentwicklung ist duBerst dyna-
misch. Um dieses komplexe Muster anschaulich darstellen zu kénnen, wurden mit Hilfe
von konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie (LSM) komplette Infloreszenzen als z-
stacks aufgenommen, und diese mit Hilfe des Programms IMARIS (Bitplane, Ziirich) in
dreidimensionale Bilder umgewandelt. Dabei wurden neben dem Infloreszenzmeristem
Bliiten der Stadien 1 bis 8 detailliert analysiert. Die Einteilung in verschiedene Bliiten-
stadien erfolgte nach Bowman und Smyth (1990). Dabei wurde sich hauptsdchlich nach
dem Entwicklungsstadium der Sepalen gerichtet, die in den 3D-Animationen morpho-

logisch deutlich zu erkennen waren.
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Im IM zeigt der DRNL-Promotor keine Aktivitit, analog zum embryonalen und vegeta-
tiven Meristem, in denen DRNL auch nicht exprimiert wird. Expression findet sich in
den Bliitenanlagen bereits zu einem Zeitpunkt, an dem es noch keine morphologischen
Anzeichen fiir ein Primordium gibt, dem P-1 und PO Stadium (Abb. 3A). In Bliitensta-
dium 1, welches sich als Auswdlbung in der Peripherie der Apex definiert, ist DRNL in
dem kompletten, sich auswolbendem Bliitenprimordium exprimiert (Abb. 3A), und be-
grenzt sich schlielich im friihen Stadium 2 auf die abaxiale Seite des Bliitenprimordi-
ums (Abb. 3B), wo die abaxiale Sepale entsteht. Zu diesem Zeitpunkt trennt eine Furche
bereits die entstehende Bliite vom IM. Kurz darauf zeigt sich Expression zunéchst beid-
seitig an lateraler Position und schlie8lich adaxial (Abb. 3C). Gegen Ende des Stadiums
2 findet sich DRNL-Expression an der Position aller vier Sepalen, wobei die adaxiale
Sepale nidher an den lateralen Sepalen liegt, als die abaxiale (Abb. 3D). Das abaxiale
Signal trennt sich wéhrend des Bliitenstadiums 2 vertikal in zwei distinkte Signale auf
(Abb. 3E). Zwischen dem FM und dem Sepalenwirtel sind ab dem spiten Stadium 2
lateral auBBerdem noch zwei sichelformige Felder zu erkennen, an einer Position, an der
zu einem spéteren Zeitpunkt die Petalen entstehen (Abb. 3F). AuBlerdem lésst sich im
Zentrum der Stadium 2 Bliite in wenigen Zellen der L1 schwache Promotoraktivitit
detektieren (Abb. 3F). Diese Zellen wurden moglicherweise bereits zu diesem Zeitpunkt
als Vorlduferzellen fiir die Stamenanlagen rekrutiert. Wahrend die Sepalen ab Stadium
3 beginnen auszuwachsen, und die Expression sich auf die Spitzen der Sepalen be-
grenzt, zeigt sich zentrumsnah eine ringférmige Expressionsdoméne, die das FM um-
schlieBt (Abb. 3G-I). Im spdten Stadium 4 teilen sich sowohl dieser Ring, als auch die
beiden sichelférmigen Felder in mehrere einzelne Signale auf. Der Ring spaltet sich in
vier Signale auf, die positional mit den medialen Staubblittern iibereinstimmen. Die
sichelformigen Expressionsdoménen trennen sich in jeweils drei Signale, wobei das
mittige Signal mehr apikal positioniert ist, als die beiden duferen (Abb. 3J, 4M). Die
duBeren Doménen markieren die spéter entstehenden Petalen vor, das mittlere Signal
markiert das laterale Staubblatt, das zu diesem Zeitpunkt zwischen den Petalen und den
mediale Stamen initiiert wird. Im Zentrum, wo auch das FM lokalisiert ist, zeigen sich
zu diesem Zeitpunkt zwei, zunéchst leicht diffuse Signale (Abb. 3K), die in Stadium 5
deutlich die beiden Karpell-Primordien vormarkieren (Abb. 3L). Gleichzeitig wird
DRNL stark in den auswachsenden, medialen und laterale Stamen exprimiert (Abb.
3M). In allen Sepalen ist der Promotor nur noch sehr schwach in den Spitzen aktiv und
verschwindet dann endgiiltig. Die abaxiale Sepale wéchst am schnellsten, und zeigt
schon ab Stadium 5 kaum mehr DRNL-Expression. Zu diesem Zeitpunkt sind die beiden
lateralen Sepalen noch sehr klein. In ihren Spitzen lisst sich noch bis in Stadium 6 Pro-
motoraktivitit detektieren. Die Petalen zeigen in Stadium 5 und 6 kaum DRNL-
Expression. Erst in Stadium 8 bis 9, wenn die Bliitenblétter beginnen auszuwachsen

findet sich ein Maximum in den Spitzen. In diesem Stadium findet sich auerdem noch
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ein Expressionsmaximum in den Spitzen aller Stamen (Abb. 3P). In den lateralen Sepa-
lenanlagen von Bliiten der prs Mutante zeigt sich ein deutliches Expressionsmaximum,
obwohl diese Mutante keine lateralen Sepalen bildet (Matsumoto and Okada, 2001;
Nardmann et al., 2004). Der DRNL-Promotor ist, wie in wildtypischen Pflanzen schon
ab Bliitenstadium 2 an den Positionen, an denen die lateralen Sepalen angelegt werden
aktiv (nicht dargestellt). Expression an diesen Positionen lésst sich bis zu Stadium 5
oder 6 detektieren (Abb. 3Q, Bliitenstadium 4), ohne dass die lateralen Sepalen deutlich
elongieren. DRNL-Expression korreliert dabei offensichtlich mit sehr friihen Stadien der

Organinitiierung, unabhingig der Organogenese.
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Abbildung 3: Expression von DRNL wihrend der floralen Entwicklung.

Expressionsmuster von pDRNL::erGFP im IM und FM von Stadium 1-9 (nach Bowman and
Smyth,1990). Aufsicht auf ein IM mit Bliitenprimordien bis Stadium 2 (A) und einzelne Bliiten in frithem
(B) , mittlerem (C,D,E) und spitem (F) Stadium 2, Stadium 3 Bliite (G), frithe (H,I) und spite (J,K)
Stadium 4 Bliiten, Stadium 5 Bliite (L,,M), Stadium 6 Bliite (N,0) und Stadium 8-9 Bliite (P). Stadium 4
Bliite einer psr Mutante (Q). Die Bliitenprimordien werden als laterale Ansicht (E,G,L,J,M,N,P) und
Aufsicht (B,C,D,F,H,K,L.,0,Q) gezeigt. Abkiirzungen: Infloreszenzmeristem (IM), florale Primordien
(P-1,P0,P1), Bliitenstadium (B1,B2), abaxiale Sepale (abS), laterale Sepale (1S), adaxiale Sepale (adS),
rudimentéres Tragblatt (rT), laterales Stamen (ISt), mediales Stamen (mSt), Karpell (Ka), Petale (P),
rudimentére laterale Sepale (rlS). Die weillen eckigen Umrandungen umschlieBen die morphogenen Fel-
der, welche die lateralen Sepalen und die Petalen vormustern. Das ringférmige Feld welches die medialen
Stamen vormustert, ist durch die weilen runden Umrandungen gekennzeichnet. Der Messbalken ent-
spricht 10pm.
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Es wurde weiter beobachtet, dass DRNL in einzelnen Organen zeitweise nicht oder nur
duBerst schwach exprimiert wird. Besonders auffallig sind die Petalen, die sehr friih in
der Organogenese angelegt werden, und zu dem Zeitpunkt ein deutliches Signal zeigen,
dann jedoch iiber einen lingeren Zeitraum beziiglich ihrer Entwicklung arretiert sind
bzw. nur sehr langsam wachsen, und DRNL-Promotoraktivitdt in Stadium 6 und 7 kaum
detektiert werden kann. Sobald die Petalen in Stadium 9 beginnen zu elongieren, ist
wieder ein deutliches Signal zu finden. DRNL scheint also in der Bliite an der Regulati-
on eines zweistufigen Prozesses beteiligt zu sein. Zum einen werden alle floralen Or-
gananlagen vormarkiert lange bevor sie morphologisch erkennbar sind, zum anderen
besitzt DRNL weiterhin eine Funktion bei der Organogenese. Wihrend der frithen Pha-
se, wenn die Primordien initiiert werden, ist die DRNL-Expression auf die L1- und L2-
Schicht begrenzt. Im weiteren Verlauf des Auswachsens und der Differenzierung der
Organe ldsst sich auch Expression in tieferen Gewebeschichten, besonders deutlich zu

erkennen anhand der Sepalenentwicklung, detektieren.

Der Vergleich von Transkription zu den Promotorkonstrukten zeigt auch in der Inflo-
reszenz keinerlei Abweichungen. Die Interpretation der RNA-Muster ist aufgrund der
Komplexitit des DRNL-Expressionsmuster deutlich erschwert, verglichen mit den Ani-
mationen, weshalb sie hauptsédchlich zur Kontrolle dienen, ob der gewéhlte Promotorbe-
reich, der die Reportergene treibt, ein zur RNA-Verteilung vergleichbares Muster auf-
weist. Die Analyse der RNA-Muster mittels in situ Hybridisierung zeigte ebenfalls, dass
DRNL nicht im IM exprimiert wird, dafiir aber in noch nicht morphologisch sichtbaren
Primordien der Stadien P-1 und PO (Abb. 4A). In Stadium 1 1isst sich DRNL-Transkript
in dem sich auswolbendem Primordium nachweisen (Abb. 4B) und ab Stadium 2 wer-
den deutlich die beiden medialen Sepalen markiert (Abb. 4B, C). AuBlerdem kann
DRNL-RNA in einer sehr frilhen Stadium 3 Bliite apikal in der L1 detektiert werden
(Abb.4C). Die Schnittebene ist anscheinend nicht direkt mittig, sondern lateral verscho-
ben, wodurch das morphogene Feld, welches die Petalen und ein laterales Stamen vor-
mustert, zu erkennen ist. In einer Stadium 6 Bliite findet sich Transkript in den Petalen
(Abb. 4A), in Stadium 5 in den medialen Stamen (Abb.4 C) und in Stadium 6 lisst sich
DRNL Transkript in den Karpellen nachweisen (Abb. 4D).
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Abbildung 4: RNA-Verteilung von DRNL in verschiedenen Organprimordien. In situ Hybridisierung von
longitudinalen Schnitten von Infloreszenzen mit einer DRNL anti-sense Sonde (A-D). Abkiirzungen:
Infloreszenzmeristem (IM), florale Primordien (P-1,P0,P1), Bliitenstadium (B1,B2,B3,B4,B5), abaxiale
Sepale (abS), adaxiale Sepale (adS), mediales Stamen (mSt), Karpell (Ka), Petale (P). Das morphogene
Feld, welches die Petalen und lateralen Stamen vormarkiert wurde in dieser Abbildung als morphogenes
Feld 1 (mF1) gekennzeichnet. Der Messbalken entspricht SOum.

Mittels klonarer Sektoranalyse konnte die Mindestanzahl von Griinderzellen, die fiir die
Entstehung einer floralen Organanlage benétigt werden, bestimmt werden (Bossinger
and Smyth, 1996). Da DRNL in allen inzipienten floralen Organanlagen exprimiert
wird, und zwar deutlich bevor diese morphologisch erkennbar sind, wurde vermutet,
dass es sich bei den, von DRNL vorgemusterten Zellpopulationen um Griinderzellen
handelt. Deshalb wurde bestimmt, wie viele Zellen von DRNL als jeweilige Organanla-
ge vormarkiert werden, und in welcher Schicht die DRNL exprimierenden Zellen lokali-
siert sind. Die Zellen wurden zum frithesten Zeitpunkt gezdhlt, an dem die einzelne Or-
gananlage vormarkiert ist, also fiir Petale und Stamen auch nachdem sich die morpho-
genen Felder in einzelne Signale trennen. Die ermittelten Zellzahlen wurden mit den
Ergebnissen von Bossinger und Smyth (1996) verglichen. Dabei ergaben sich fiir alle
Organe deutliche Ubereinstimmungen mit den Ergebnissen der klonalen Sektoranalysen
(Tab 2).
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Bliitenstadium Organanlage Anzahl der Anzahl Griinder-
DRNL::erGFP- ex- zellen nach Boss-
primierenden Zellen | inger und Smyth
(1996)
0 Abaxiale Sepale 8 (L1) 8
2 Laterale Sepale 4-8 (L1) k.A.
2 Adaxiale Sepale 8-10 8
2 Petalenfeld 6-8 k.A.
3 Mediales Stamenfeld 40-50 (L1) k.A.
4 Mediale Stamen 4 (L1) 4
4 Petale 2-4 2
4 Laterale Stamen 2-4 k.A.
5 Karpelle 8L1 8

Tabelle 2: Vergleich der durch pDRNL::erGFP markierten Zellen mit Griinderzellen floraler Organe.
Abkiirzungen: keine Angaben (k.A.)

3.1.4 DRNL und DRN besitzen teilweise uberlappende
Expressionsdoménen

Um das Expressionsmuster von DRNL mit DRN unmittelbar vergleichen zu konnen,
wurde die translationale Fusion pDRNL::DRNL-CFP mit einer pDRN.::DRN-GFP Re-
portergen-Linie gekreuzt. Da die pDRNL::DRNL-CFP Linien zu schwach waren, um
Expressionsmuster in der Infloreszenz zu beobachten, wurden auflerdem doppelt trans-
gene Linien mit pDRN:H3GFP und pDRNL::erGFP erzeugt.

Die beobachteten Expressionsmuster von DRN und DRNL decken sich weitestgehend
mit bereits bekannten Mustern der beiden Promotoren. Allerdings konnte die Promotor-
aktivitit der beiden Gene mit Hilfe der verwendeten Reportergene in den doppelt-
transgenen Pflanzenlinien sehr detailliert beobachtet werden, mit dem Ergebnis, dass
die beiden Expressionsmuster divergenter sind, als bisher angenommen (Kirch et al.,
2003; Ikeda et al., 2006; Marsch-Martinez et al., 2006; Nag et al., 2007)

DRN wird bereits zu einem fritheren Zeitpunkt als DRNL im Embryo exprimiert. Der
Promotor zeigt schon nach der ersten Teilung, in apikale und basale Zelle, Aktivitit in
der apikalen Zelle (Cole et al., 2009). In den doppelt transgenen Pflanzenlinien ldsst
sich beobachten, dass der DRN-Promotor bereits zu einem fritheren Zeitpunkt aktiv ist
(Abb. 5A-C). Aullerdem ist die DRN-Expression schon zu einen Zeitpunkt auf den api-
kalen Bereich des Embryos beschrinkt, an dem der DRNL-Promotor noch im komplet-
ten Proembryo aktiv ist (Abb. 5D-F). In Dermatogen- und Herzstadium sind beide Gene
in den selben Zellen exprimiert (Abb. 5G-L). Besonders deutlich werden die divergen-
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ten Expressionsmuster dann ab dem Torpedostadium, wenn DRN in der L1-Schicht der
Kotyledonenprimordien und dem SAM exprimiert wird (Abb. 5N-O).

Abbildung 5: Vergleich der DRNL und DRN Expression wihrend der Embryogenese.

Konfokale Serien doppelt transgener pDRNL::DRNL-CFP, pDRN::DRN-GFP als Einzelaufnahme und
Uberlagerung, im frithen (A-C) und spiten Globulir- (D-F), Dermatogen (G-I), Herz- (J-L) und Torpe-
dostadium (M-0). Der Messbalken entspricht 10um.
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Der DRN-Promotor ist im Zentrum der Infloreszenz, wo das IM lokalisiert ist sehr aktiv,
in den Bliitenprimordien der Stadien 0 und 1 l&sst sich jedoch keine Expression detek-
tieren. Das Signal erscheint erst wieder in der Stadium-2-Bliite, wenn das Primordium
bereits durch eine Furche vom Apex getrennt ist und ist dort bis zum Ende von Bliiten-
stadium 5 detektierbar (Abb. 6A, B). Im friihen Stadium 2 wird DRN abaxial exprimiert
und iiberlappt an dieser Position teilweise mit DRNL (Abb. 6B). Die Expressionsdomé-
ne von DRN verlagert sich noch wihrend dieses Stadiums ins Zentrum des Bliitenpri-
mordiums, wo sie erneut mit DRNL iiberlappt, welches zu diesem Zeitpunkt die adaxia-
le Sepale markiert (Abb. 6C). In Stadium 4 und 5 kommt es ebenfalls zu Uberschnei-
dung mit DRNL, erst mit dem morphogenen Feld, welches die Stamenprimordien vor-
markiert (Abb. 6D), spiter bei der Initiierung der Karpellanlagen (Abb. 6E). Ab Stadi-
um 6, wenn bereits alle Organprimordien morphologisch erkennbar sind, ldsst sich kei-
ne DRN-Expression mehr detektieren.

A

Abbildung 6: Vergleich der DRN und DRNL Expression wihrend der floralen Entwicklung.

Expression von pDRN::erGFP in der Infloreszenz (A). Expressionsmuster doppelt transgener
PDRNL::erGFP, pDRN.:H3-GFP Reportergen-Linien in der Infloreszenz (B) und Bliiten in Stadium 2
(C), 4 (D) und 6 (E). Dabei stammen die kleinen punktférmigen Signale von dem kernlokalisierten H3-
GFP (DRN), die groBeren, teilweise ringférmigen basieren auf erGFP (DRNL). Abkiirzungen: Inflores-
zenzmeristem (IM), Blitenstadium (B1,B2,B3,B4,B5), abaxiale Sepale (abS), laterale Sepale (IS), adaxia-
le Sepale (adS) laterales Stamen (ISt), mediales Stamen (mSt), Karpell (Ka). Der Messbalken entspricht
10pm.

Kirch et al. zeigten ein weitestgehend iiberlappendes RNA-Muster von DRN und DRNL
in Infloreszenzen, mit DRN Expression in den Sepalen, Stamen- und Karpellen (Kirch
et al., 2003). Nag et al. konnten mittels RNA in situ Hybridisierung und pDRNL::GUS
Reporterlinien dhnliche Expressionsmuster fiir DRNL in den Bliitenprimordien und in
verschiedenen Stadien in allen Organanlagen zeigen. Dabei wurde allerdings auch ein

Maximum im gesamten IM durch alle drei Zellschichten beobachtet. Der Vergleich mit
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den hier gezeigten Expressionsmustern von DRNL und DRN legt die Vermutung nahe,
dass es bei beiden in situ Hybridisierungen zur Kreuzhybridisierung der Sonde mit DRN
bzw. DRNL oder anderen Transkripten kam, da es nach den im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrten Experimente keinerlei Indiz dafiir gibt, dass Promotoraktivitit, RNA-
und Proteinlokalisierung von einander abweichen. Expression von DRNL im Gynoe-
ceums wihrend der Ovulenentwicklung (Nag et al., 2007) konnte ebenfalls nicht beo-
bachtet werden, allerdings wird DRN in den Ovulenprimordien exprimiert (Kirch et al.,

2003), was ebenfalls auch eine Kreuzhybridisierung der Sonde deutet.

3.1.5 Lokalen Auxin-Maxima erscheinen in floralen Organanlagen zeitlich
versetzt im Vergleich zur DRNL-Expression

Um die Expressionsmuster von DRN und DRNL in Relation zu Auxinverteilung zu be-
urteilen, wurde der synthetische DR5-Promotor verwendet, und die DR5:erGFP Ex-
pression analysiert. Dafiir, wurden ebenfalls z-stacks durch die Infloreszenz aufgenom-

men und daraus eine 3-D-Animation erstellt.

Die Expressionsdoméne erstreckt sich iiber alle initiierten Bliitenanlagen der Stadien P
-1 bis P1 (Abb. 7A), und iiberlappt so in den entstehenden Bliitenanlagen mit DRNL.
Wihrend der weiteren Bliitenentwicklung finden sich auch in den einzelnen Organanla-
gen DR5-Maxima, jedoch immer zu einem weit spdteren Stadium, als DRNL-
Expression detektiert werden kann (Tab. 3). In Stadium 2 erscheint DR5-Signal parallel
in allen vier Sepale (Abb. 7B). Kurz darauf beginnen die Sepalenanlagen auszuwach-
sen. Im Stadium 3 werden als nédchstes von DRS zusitzlich einige Zellen lateral des
FMs markiert (Abb. 7C). An dieser Stelle sind etwas spéter die lateralen Stamenanlagen
lokalisiert. In der Stadium 4 Bliite finden sich Auxin-Maxima in den Spitzen der aus-
wachsenden Sepalen, iiberlappend mit DRNL (Abb. 7D). Des Weiteren zeigen die ein-
zelnen Petalen, die zu diesem Zeitpunkt schon morphologisch erkennbar sind Auxin-
Maxima (Abb. 7E). In Stadium 5 markiert DR5 zwei Maxima im Zentrum des Meri-
stems, wo die Karpellprimordien lokalisiert sind (Abb. 7F), kurz bevor sich das Gynoe-
ceum auswolbt. In den medialen Stamen ist der DR5-Promotor erst in Stadium 8 aktiv
(Abb. 71). Wihrend die bereits weitestgehend differenzierten Staubblétter elongieren,
zeigt sich ein Signal in den Spitzen, analog zu DRNL. In der L1 Schicht der medialen
Sepalen ist der DR5-Promotor sehr lange aktiv, bis Stadium 8 oder 9, allerdings nicht
permanent in allen Zellen (Abb. 7G-I).
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Abbildung 7: Analyse von Auxin-Maxima wihrend der floralen Entwicklung und die Auswirkung der
Mutagenese von vier AuxREs im DRNL-Promotor (mut-pDRNL::erGFP). Expression von DR5::GFP in
der Infloreszenz (A) und in Bliiten der Stadien 2 (B), frithes (C) und spétes Stadium 3 (D), Stadium 4 (E),
Stadium 5 (F), Stadium 6 (G,H) und Stadium 8-9 (I). Expression von mut-pDRNL::erGFP im Vergleicht
mit pDRNL::erGFP (L) in Bliitenstadium 4. Die Bliitenprimordien werden als abaxiale (H) oder adaxiale
Ansicht (J), laterale Ansicht (C,D,E,G,L,) und Aufsicht (B,F,) gezeigt. Abkiirzungen: Infloreszenzmeri-
stem (IM), florale Primordien (P-1,P0,P1), Bliitenstadium (B3), abaxiale Sepale (abS), laterale Sepale
(1S), adaxiale Sepale (adS), laterales Stamen (ISt), mediales Stamen (mSt), Karpell (Ka), Petale (P), L1-
Schicht (L1). Der Messbalken entspricht 10pm.
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Smyth et al. erstelten anhand morphologischer Merkmale der Bliiten eine detaillierte
zeitliche Einteilung der Stadien und konnten damit die genaue Dauer der einzelnen
Bliitenstadien bestimmen (1990). Anhand dieser Tabelle wurde die zeitliche Differenz
zwischen DRNL-Expression und DRS5-Signal wihrend der Bliitenentwicklung berechnet
(Tab. 3). Teilweise ergaben sich grofle zeitliche Verzogerungen von bis zu 2-3 Tagen
zwischen DRNL- und DRS5-Expression, wie z.B. fiir die abaxiale und die lateralen Sepa-
len. Die Sepalen werden von DRNL zeitlich versetzt markiert, das DR5-Signal erscheint
hingegen in allen vier Sepalen parallel zu dem Zeitpunkt, an dem DRNL in der adaxia-
len Sepale detektiert werden kann. Kurz darauf sind alle vier Sepalen auch morpholo-
gisch identifizierbar. Wahrend von DRNL in Stadium 2 ein morphogenes Feld markiert
wird, aus dem spéter die Petalen und die lateralen Stamen initialisiert werden, zeigt sich
die DR5-Expression in diesen Organanlagen zeitlich verzogert und sehr lokal an nur in
den Zellen, die fiir die Bildung eines Organprimordiums rekrutiert wurden. In den Sta-
men konnte, im Gegensatz zu DRNL, erst sehr spdt im Verlauf der Organogenese ein
Auxinmaximum mit Hilfe des DR5-Promotors detektiert werden, was vermuten l4sst,
dass Auxin fiir die Initialisierung der Staubblitter keinerlei Bedeutung hat, sondern al-
lenfalls fiir die Differenzierung dieser Organe. Die Zeitliche Verzogerung von DRNL-
Expression zu DR5-Signal beziiglich der Karpelle ist gering.

Fiir DRNL ergab sich aus der Analyse der Reportergenkonstrukte die Beteiligung an
einem zweistufigen Prozess. Das Gen ist wihrend der floralen Entwicklung zunédchst an
der Rekrutierung von Griinderzellen beteiligt, zu einem spédteren Zeitpunkt an Wach-
stum und Differenzierung der Organprimordien. Die indirekte Beobachtung von Au-
xinmaxima in Bliitenanlagen durch den DR5-Promotor ldsst vermuten, dass Auxin,
wenn iiberhaupt in spéte Prozesse der Organogenese involviert ist, und keinerlei Bedeu-

tung fiir die Initialisierung von Organanlagen hat.
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Organanlage DRNL Signal DRS5 Signal Differenz zwischen
DRNL und DR5 in h
Abaxiale Sepale 0 2 50
Laterale Sepale 2 (Anfang) 2 10
Adaxiale Sepale 2 2 -
Petalenfeld 2 - -
Petalen 4 4 -
Laterale Stamen 4 3 18
Mediale Stamenfeld 3 - -
Mediale Stamen 4 8 60
Karpelle 5 (Anfang) 5 (Ende) 6

Tabelle 3: Vergleich der DRNL-Expression mit dem Auftauchen lokaler Auxin-Maxima. Die Berechnung
der zeitlichen Differenz zwischen DR5 und DRNL erfolgte anhand einer Tabelle von Smyth et al. (1990).

In der Promotorsequenz von DRNL konnten vier kanonische Auxin-responsive Elements
(AuxREs) identifiziert werden. Es wurde bereits gezeigt, dass DRNL in der mp Mutante
wihrend der Embryogenese nicht exprimiert wird. Um die Auxin gesteuerte Kontrolle
von DRNL weiter zu evaluieren, wurden die AuxREs im DRNL-Promotor mutiert und
von dem mut-pDRNL-Promotor erGFP getrieben. Das Expressionsmuster zeigte aller-
dings kaum Unterschiede zu der wildtypischen Expression (nicht dargestellt). Einzig in
den Bliitenprimordien konnte in Stadium 4 beobachtet werden, dass die Expression in
der L1-Schicht der medialen Sepalen reduziert ist bzw. komplett verloren geht (Abb. 77,
K), verglichen zur pDRNL::erGFP (Abb. 7L).

3.2 DNA-Bindestudien mit DRN und DRNL

Als Mitglieder der DREB/ERF-Familie besitzen DRN und DRNL eine AP2-Domine,
welche als DNA-bindend charakterisiert wurde. Die Familie wird in fiinf Sub-Gruppen
aufgeteilt, bezeichnet als AP2, DREB, ERF, RAV und Andere (Sakuma et al., 2002).
Mitglieder der DREB-Subfamilie binden an das DRE-Motiv, welches die Sequenz
TACCGACAT hat. AP2-Proteine, die der ERF-Subfamilie angehdren, binden an eine,
als GCC-Box bezeichnete DNA-Sequenz, mit dem Kernmotiv GCCGCC (Sakuma et
al., 2002).
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3.2.1 DRN und DRNL zeigten im EMSA keine spezifische Bindung an die
GCC-Box

Die direkte Protein-DNA-Interaktion von DRN und DRNL sollte durch Elektromobility
shift assays (EMSA), auch bandshift genannt, nachgewiesen werden. Dafiir wurde so-
wohl der komplette ORF in vitro translatiert, als auch fiir DRN die isolierte AP2-
Doméne (D-AP2). Alle synthetisierten Proteine wurden vor der weiteren Verwendung
mittels Western beziiglich ihrer Grofe liberpriift (Abb. 8). Als Bindestelle wurde zu-
nichst die GCC-Box (AGCCGCC) angeboten, da beide Proteine phylogenetisch in
Gruppe B1 eingeteilt werden, zu der auch ERF3 und ERF4 gehoren, die nachweilllich
an die GCC-Box bindet (Ohme-Takagi, 2000).
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Abbildung 8: Kontrolle der in vitro translatierten Proteine D-AP2, DL-AP2, DRN, DRNL und DREBIA
mittels Western mit anti-HA-Antikorper (Roche, Klon 3F10)

Zunichst wurden die verwendeten Proteine mit einem in vitro Transkriptions-
Translations-System auf bakterieller Basis (E. coli-Extrakt) synthetisiert. Tatséchlich
konnte bei den durchgefiihrten EMSA eine starke Bande detektiert werden, sowohl fiir
DRN, als auch DRN-AP2 in Kombination mit dem wGCC-Motiv. Bei der
Durchfiihrung diverser Kontrollen stellte sich jedoch schnell heraus, dass es sich um
einen unspezifischen Komplex handelte, der auch bei der Verwendung eines
Oligonukleotids mit mutierter Bindestelle (mGCC) mit dem Motiv CCTCCT auftrat
(Abb. 9).

38



Ergebnisse

1 2 3 45

Abbildung 9: EMSA mit DRN (2,4) und D-AP2 (3,5) und wGCC (2,3) oder mGCC (4,5), als Kontrolle
wGCC ohne Protein (1).

Des Weiteren reagierte der beobachtete Komplex auf spezifische Kompetition mit dem
nicht radioaktiv-markierten Oligonukleotid gleichwertig zur nicht spezifischen
Kompetition mit dem synthetischen Oligonukleotid Poly-dAdT (Abb. 10) oder DNA
aus Lachs-Sperma (nicht dargestellt).

1 2 3456

789 10 11

Abbildung 10: £MSA mit DRN und wGCC. Es wurden ansteigende Konzentrationen an spezifischen
(WGCC) (2-6) und unspezifischen Kompetitor (PolydAdT) (7-11) von 50ng (2,7), 100ng (3,8), 200ng
4,9), 500ng (5,10) und 1pug (6,11) verwendet; als Kontrolle wGCC ohne Protein (1).

Zusitzlich bildete das, als Negative Kontrolle eingesetzte Protein bHLH46 und auch der
reine E.coli Extrakt, der ohne DNA-Matritze inkubiert wurde einen unspezifischen
Komplex auf der gleichen Laufthéhe (Abb. 11; 2-4). Eine weitere Kontrolle ist die
Verwendung eines Antikorpers gegen das HA-Epitop, welches c-terminal an den ORF
angehidngt wurde. Durch die Bildung einer terndren Komplexes, bestehend aus

Oligonukleotid, Protein und Antikorper ldsst sich ein supershifi erzeugen (Buratowski
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and Chodosh, 2001). Da der ternire Komplex durch die zusitzliche Bindung des
Antikorpes groBer, als der reine Oligonukleotid-Protein-Komplex ist, wird das
markierte Oligonukleotid im Gel weiter verzogert. Weder mit DRN noch mit DRN-AP2
konnte ein solcher supershift erzeugt werden (Abb. 11, 5-6), was darauf hindeutet, dass
der sichtbare Komplex durch Interaktion eines in dem FE.coli Extrakt enthaltenen
Proteins gebildet wird. Da manche Protein-DNA-Interaktionen &uflerst empfindlich
sind, in Bezug auf pH, lonenstirke, Temparatur usw. (Buratowski and Chodosh, 2001),
wurden EMSAs unter diversen Bedingungen durchgefiihrt. Es wurden TBE, TAE und
Tris-Glycin Laufpuffer bei verschiedenen pHs verwendet und Tris und HEPES mit
diversen pHs als Bindepuffersystem. Dabei wurden jeweils unterschiedliche
Ionenstdrken verwendet und auBerdem unterschiedliche Inkubations- und
Lauftemperaturen ausprobiert. Des Weiteren wurden unterschiedlich stark konzentrierte
bzw. vernetzte Acrylamid-Gele verwendet. In dem Bindepuffer wurden verschiedene

Konzentrationen von BSA und Glycerin getestet, was die Bindung von Proteinen an das

Oligonukleotid beeinflussen kann. Unter keiner dieser Bedingungen konnte eine Bande
mit DRN oder D-AP2 detektiert werden, die nicht auch in den Kontrollen auftrat (nicht
dargestellt).

Abbildung 11: EMSA mit DRN (2) und bHLH (3) und E. coli-Extrakt (4) als Kontrolle mit wGCC.
EMSA mit DRN (5) und D-AP2 (6) mit wGCC und anti-HA (Roche, Klon 3F10). Als Kontrolle wGCC
ohne Protein (1).

Das zundchst verwendete Transkriptions-Translations-System basiert auf einer
zweistufigen PCR, wobei zunichst Adapter an die zu translatierende Sequenz angehingt
werden, und im néchsten Schritt ein HA-, Strep- oder HIS-Epitop. Die Qualitdt der
Translation bei der Verwendung eines PCR-Produkts als Matrize ldsst sich nur bedingt
kontrollieren. Zwar konnen einzelne PCR-Produkte sequenziert werden, die Mehrheit
der Population entzieht sich allerdings der Kontrolle. Deshalb ldsst sich in diesem Sy-
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stem sehr schlecht nachvollzichen, ob das Protein korrekt transkribiert und translatiert

wurde.

Um eine bessere Kontrolle beziiglich der Matrize zu erlangen, wurde in weiteren Ver-
lauf ein anderes Transkriptions-Translations-System verwendet. Dabei wird als Matrize
fiir die RNA-Synthese Plasmid-DNA eingesetzt, wodurch eine gleich bleibende Qualitét
der Matrize fiir die RNA Synthese gewdhrleistet wird. Aullerdem wurde eine Positiv-
Kontrolle eingefiihrt, um zu iiberpriifen, ob der Versuchsanordnung an sich funktioniert,
oder ob grobe methodische Fehler vorliegen, die mit der DNA-Bindung interferieren.
Dazu wurde AtDREBIA kloniert, was in bandshifis sehr starke Affinitdt zum DRE-
Motiv zeigte (Liu et al., 1998). Bei der Klonierung in die Expressionsvektor pI[VEX2.5d
und pIVEX2.6d wurden alle exprimierten Proteine n- oder c-terminal mit einem HA-

Epitop versehen. Fiir die weiteren Experimente wurde neben DRN auch DRNL kloniert.

Abbildung 12: EMSA4 mit DRN (1,5) und DRNL (2,6) und DREB1A (3,7) mit wDREB (1-4) und wGCC
(5-8). Als Kontrolle wDRE (4).und wGCC (8) ohne Protein.

Bei den EMSAs wurde sich zundchst an die Bedingungen, die fiir die Positivkontrolle
verwendet wurden (Urao et al., 1993) gehalten, im weiteren Versuchsverlauf wurden
ebenfalls verschiedene Parameter verdndert. Es stellte sich heraus, dass DREB1A eine
sehr starke Affinitit gegeniiber dem DRE-Motiv besitzt, und unter einer groen Band-
breite von Versuchsbedingungen stabile Komplexe mit dem Oligonukleotid bildet, hin-
gegen nicht mit dem wGCC-Motiv. Fiir DRN und DRNL konnte allerdings weder mit
dem wGCC-, noch mit dem DRE-Motiv spezifische Bindung detektiert werden
(Abb.12). Unter allen verwendeten Parametern konnten stets deutliche Komplexe von
DREB1A mit dem DRE-Motiv detektiert werden, allerdings unter keiner der getesteten
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Versuchsbedingungen zwischen DRN oder DRNL mit einem der verwendeten Oligo-
nukleotide (nicht dargestellt).

Im weiteren Versuchsverlauf wurde erneut das Expressionssystem gewechselt um re-
kombinante Proteine zu erzeugen, die den natives Proteinen in ihrer Struktur moglichst
dhnlich sind. Die Verwendung eines auf Weizenkeimextrakt basierendes Transkripti-
ons-Translations-System gewéhrleistet einerseits pflanzenspezifische posttranslationale
Modifikationen, auBBerdem ldsst sich die in vitro Translation moglicherweise durch ei-
nen pflanzenspezifischen Codon-Gebrauch positiv beeinflusst. In diesem Versuchsteil
wurden neben den kompletten Proteinen auch die isolierten AP2-Doménen von DRN
und DRNL (DL-AP2) in vitro translatiert. Unter keiner der getesteten Bedingungen
konnte mit DRN, D-AP2, DRNL oder DL-AP2 spezifische Interaktion gezeigt werden.
Die DREB1A Kontrolle bildete auch im diesem System stabile Komplexe mit dem spe-
zifischen Motiv wDREB, nicht aber mit wGCC (Abb. 13).
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Abbildung 13: EMS4 mit DRN (2), D-AP2 (3), DRNL (5), DL-AP2 (6), DREBIA (8),
Weizenkeimextrakt (9) mit wGCC und DRN (11), DRNL (12), DREBI1A (13), Weizenkeim-Extrakt (14)
mit wDRE. Als Kontrolle wGCC (1,4,7) und wDRE (10) ohne Protein.

DRN und DRNL wurde des Weiteren in E.coli exprimiert, um ein Experiment, bei dem
direkte Bindung zwischen DRN und der GCC-Box nachgewiesen wurde (Banno H.,
2006) unter dhnlichen Bedingungen nach zu stellen. Statt MBP-ESRIN wurde DRN-
HIS verwendet, das nach dem QIA4expressionist Protokoll synthetisiert und aufgereinigt
wurde. Zwar konnte DRN iiber Ni-NTA als 16sliches Protein isoliert werden, DNA-
Bindung konnte aber auch hier nicht detektiert werden (Abb. 14).
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1 23 4

Abbildung 14: EMSA mit 0 ng (1), 5 ng (2), 10 ng (3) und 20 ng (4) isoliertem DRN und wGCC.

3.2.2 Interaktion von DRN und DRNL mit alternative Motiven

Fir einzelne Mitglieder der AP2/ERF-Familie, wie z. B. ANT (Nole-Wilson and
Krizek, 2000) wurde bereits die Bindung an eine alternativen Zielsequenz nachgewie-
sen. In einer weiteren Versuchsreihe sollte die Interaktion von DRN und DRNL mit
alternativen Zielsequenzen, moglicherweise Varianten des DRE- oder GCC-Motiv un-
tersucht werden. Dafiir wurde ein Cyclic Amplification and Selection of Targets (CA-
STing) durchgefiihrt, wobei doppelstringige Oligonukleotide mit einer variablen Kern-
sequenz als Bindestelle angeboten werden, und spezifisch gebundene Oligonukleotide
iiber mehrere Zyklen Immunoprezipitation (IP) oder bandshift angereichert werden
konnen (Pollock, 2001). Fiir dieses Experiment wurden die Vollldingenprotein DRN und
DRNL (TnT-System, Promega) verwendet, DREB1A als Positivkontrolle und der Wei-
zenkeimextrakt als Negativkontrolle. Das CASTing wurde insgesamt zweimal durchge-
fiihrt, beim ersten mal mit sechs IPs und abschlieBendem bandshift, in einem zweiten
Experiment mit acht IPs ohne bandshift (Abb. 15).
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Pr.-DNA-K:

Abbildung 15: Kontrolle des radioaktiv markierten Oligonukleotids R76 mit variabler Kernsequenz.
CASTing mit R76 und DRN (1), DRNL (2), DREB1A (Positv-Kontrolle) (3) und Weizenkeimextrakt
(Negativ-Kontrolle) (4), Isolation des PCR-Produkts nach der 1.IP.

Im Anschluss wurden die angereicherten Oligonukleotide kloniert und sequenziert. In
der Positivkontrolle DREBIA wurde das DRE-Motiv signifikant angereichert (>70%
TACCGACAT). Bei der Verwendung von DRN und DRNL ergab sich keine signifi-
kante Sequenzsperzifitit. Die Auswertung der Negativkontrolle ergab, dass auch in dem
Ansatz ohne Protein mit HA-Epitop Oligonukleotide nach den IPs amplifiziert wurden.
Die Séulen interagieren unter den verwendeten Bedingungen anscheinend auch unspezi-
fisch DNA.

3.2.3 DNA-Bindestudien von DRN/DRNL-DREB1A-Chimaren

Nachdem es trotz zahlreicher Experimente keinen Hinweis auf direkte Interaktion von
DRN oder DRNL mit einer spezifischen DNA-Sequenz gab, wurde verstirkt Augen-
merk auf die Proteinsequenzen von DRN, DRNL und DREBI1A innerhalb der AP2-
Doméne gelegt. Die AP2-Domine setzt sich aus zwei strukturell unterschiedlichen Ein-
heiten zusammen. N-terminal besteht die AP2-Doméne aus drei 3-Faltblattbereichen,
die direkt mit der DNA interagieren, die c-terminale a-Helix bildet das Riickgrat und

hat somit Auswirkung auf die Konfirmation.

Bei Betrachtung des Alignments der gesamten AP2-Doméne aller Mitglieder der
AP2/ERF-Familie (Sakuma et al., 2002) fdllt auf, dass DRN und DRNL an Position 43
der AP2-Domine eine nukleophile AS besitzen (Abb. 16). DRN besitzt einen Ser-,
DRNL einen Cys-Rest, zwei innerhalb der gesamten Familie duf3ert selten zu beobach-
tende AS an dieser Position. Nukleophile AS verfiigen {iber ein freies Elektronenpaar
und kénnen damit chemische Bindungen eingehen, was die Konfirmation das Riickgrats
und damit einhergehend der DNA-bindenden Domine verursachen konnte. Um einen
negativen Einfluss dieser AS auf die spezifische Bindung von DRN und DRNL an eine
Zielsequenz zu beurteilen, wurden chimére Proteine synthetisiert, indem der helikale
Bereich von DRN und DRNL mit dem des DREB1A ausgetauscht wurden. Bindestudi-
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en mit diesen Chiméren ergaben, dass keines der Proteine unter den untersuchten Be-

dingungen spezifische DNA-Interaktion zeigte (nicht dargestellt).

f-sheetl f-turnl [-sheet? [-turnz [-sheetl a-helix
DREB1A IYRGVRRRNSGKWVCEVREPNKKTRIWLGTFQ MAARAHDAZ
DRN RYRGVRRRPWGRYAAEIRDPMSKERRWLGTFD ; E :
DRNL RYRGVRRRPWGRYAAEIRDPLSKERRWLGTFD E

Abbildung 16: Vergleich der Proteinsequenz der AP2-Doméne von DREB1A, DRN und DRNL mit
Schwerpunkt auf der a-Helix. Die innerhalb der gesamten AP2/ERF-Familie seltene, nukleophile AS an
Position 43 der DRNL- und DRN-AP2-Domine wurde rot markiert.

Um zu testen, ob die umgebenden Domidnen von DRN und DRNL einen negativen Ein-
fluss auf die DNA-Bindeeigenschaften ausiiben, wurden bereits die isolierten AP2-
Doménen von DRN (D-AP2) und DRNL (DL-AP2) beziiglich ihrer Interaktion mit ver-
schiedenen DNA-Sequenzen untersucht. Die Sequenzanalyse ergab, dass alle AS, die
direkte Bindungen mit der Zielsequenz eingehen bei DRN und DRNL vorhanden sind.
Trotzdem konnte in keinem der durchgefiihrten Experimente Protein-DNA-Interaktion
detektiert werden. Mdoglicherweise spielt nicht nur die AP2-Doméne eine Rolle bei der
Interaktion mit DNA, sondern auch umliegende Bereiche, die DNA-Bindung entweder
fordern oder verhindern. Um die Rolle der umliegenden Sequenz auf die Bindeeigen-
schaft der AP2-Domine zu untersuchen, wurden chimédre Proteine erzeugt, bei denen
die AP2-Domine von DRN und DRNL mit der des DREB1A ausgetauscht wurden.
Durch diesen Austausch war keine der vier Chiméren mehr in der Lage unter den gete-

steten Bedingungen DNA zu binden (nicht dargestellt).
Um eventuelle AS innerhalb der AP2-Doméne zu finden, die fiir die DNA-Bindung

moglicherweise sterisch oder auf Grund ihrer Ladung hinderlich sein kdnnten, wurden
Proteinmodelle erstellt. Das Programm MacPymol (Schrodinger, Mannheim) berechnet,
anhand der Proteinsequenz und eines homologen Proteins mit bekannter Struktur, ein
dreidimensionales Model. Die einzige auffillige AS beim Vergleich von DRN und
DRNL mit DREB1A war an Position 10, an der DREBI1A ecinen Ser-Rest besitzt, DRN
und DRNL einen sperrigen Trp-Rest (Abb. 17), der moglicherweise DNA-Bindung er-
schwert. Der Vergleich mit anderen Mitgliedern der AP2/ERF-Familie ergab jedoch,
dass die AS an dieser Position weit verbreitet ist, auch bei Proteinen, die nachweislich
DNA binden (z.B. ERF1).
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rnl fesheet2 feturn2 pesheetd a-helix

DREBI1A I¥REGVRRRNSGEKWVCEVREPNKKTRIWLGTFQTAEMAARAHDVAALALRGRSACLNFA

f-sheet

DRN RYRGVRRRPWGRYAAEIRDPMSKERRWLGTFDTAEQAACAYDSAARAFRGAKARTNFT
DRNL RYRCVRRRPWGRYAAEIRDPLSKERRWLGTFDTAEEAACAYDCAARAMRGLKARTNFV

DRN DRNL DREBI1A
Abbildung 17: Vergleich der Proteinsequenz der AP2-Doméne von DREBIA, DRN und DRNL und
Proteinmodelle von DRN, DRNL und DREBI1A. In die DNA-Bindung involvierte AS sind in dem
Sequenzvergleich von DREB1A, DRN und DRNL und derer Modelle hellblau dargestellt.

Letztlich konnte in keiner der Versuchsreihen unter den getesteten Bedingungen spezi-
fische DNA-Bindung von DRN und DRNL nachgewiesen werden. Der Austausch ein-
zelner Domédnen (AP2 oder AP2-Helix) fithrte zum Verlust der DNA-Interaktion fiir
DREBIA (DREB1A-DRN/DRNL-AP2, DREBI1A-DRN/DRNL-Helix), was zu der
Vermutung fiihrt, dass die AP2 Domédne von DRN und DRNL keine DNA-bindende
Eigenschaft besitzt. Andererseits konnte mit der DREB1A-AP2-Doméne, eingebettet in
DRN und DRNL (DRN/DRNL-DREB1A-AP2, DRN/DRNL-DREB1A-Helix), eben-
falls keine spezifische Protein-DNA-Interaktion beobachtet werden, was zusétzlich auf
einen negativen Einfluss der, die AP2-Doméne umgebenden Proteinsequenz von DRN
und DRNL deuten l4sst.

3.3 Die Identifizierung DRNL regulierter Gene via microarray

Ein weiterer Teil dieser Arbeit bestand darin, Gene zu finden, deren Expression von
DRNL positiv oder negativ beeinflusst werden. Mit Hilfe von microarrays lieBen sich
Gene identifizieren, die direkt oder indirekt durch DRNL reguliert werden, wobei die
Transkription von gut 2200 annotierten Genloci analysiert werden kann. Dafiir wurden
aus transgenen pDRNL::erGFP Linien embryonale Kalluskulturen etabliert (Mordhorst
et al., 1998) (Abb. 18A), und durch Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) GFP-
positive (Abb. 18B) und —negative Zellen getrennt, aus denen RNA isoliert werden
konnte. AuBlerdem wurden die beiden Reportergen-Linien in die primordia timing
/altered meristem programl (pt/ampl) Mutante gekreuzt. Im Wildtyp entstehen die Ko-
tyledonen und das SAM aus dem apikalen Teil des globuldren Embryos. In der pt Mut-
ante entsteht, durch eine abnormale Zellteilung im basalen Bereich, eine zusétzliche

Schicht von Zellen, aus der neben dem Hypokotyl auch die Kotyledonen gebildet wer-
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den. Die Anzahlt der Kotyledonen kann erhoht sein, verglichen zum Wildtyp. Der api-
kale Bereich bildet in der Mutante ein stark vergrofertes Meristem (Vidaurre et al.,
2007). Die Mutante ist dul3erst effizient, was die Bildung von embryonaler Kalluskultur
aus Keimlingen betrifft, und wurde deshalb zusétzlich zu den Reportergen-Linien im
wildtypischen Hintergrund verwendet. Somatische Embryogenese im wildtypischen

Hintergrund erfolgt hingegen aus unreifen zygotischen Embryonen.

Um bereits in den Kalluskulturen zu hinterfragen, ob DRN und DRNL in den selben
oder in verschiedenen Zellen transkribiert werden, wurde auflerdem noch Kulturen aus
doppelt-transgenen Linien analysiert, die pDRN.::DRN-GFP und pDRNL::DRNL-CFP
exprimierten. Dabei stellte sich heraus, dass die beiden Promotoren hauptsichlich in
verschiedenen Zellen aktiv sind (Abb. 18C, D).

Abbildung 18: Transgene, embryonale Kalluskulturen pDRNL::erGFP (A) und pDRN::DRN-GFP
PDRNL::DRNL-CFP (C,D) und Kontrolle der GFP-positiven Zellen nach der Sortierung. Messbalken
entsprechen 500pum (A,C) und 20pm (B,D).
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Beim FACS setzte sich bei den beiden verwendeten Linien pDRNL::erGFP2-1 und
PDRNL::erGFP3-1 deutlich eine GFP-positive Subpopulation von Protoplasten ab. Der
Anteil GFP-positiver Zellen lag bei 0,7% (pDRNL::erGFP2-1) und 2,1%
(PDRNL::erGFP3-1) (Abb. 19). Es wurden jeweils 60.000 GFP-positive und -negative
Protoplasten gesammelt. Im Vergleich dazu stellte sich das Sortieren im pf mutanten
Hintergrund als schwierig dar. Bei insgesamt 10 Sortierversuchen wurde ein maximaler
Anteil von 0,01 an GFP-positiven Zellen beobachtet (nicht dargestellt). Leider konnte
im p¢ mutanten Hintergrund keine zur RNA-Préparation ausreichende Anzahl von GFP-

positiven Zellen gesammelt werden.
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Abbildung 19: Fluorescence activated cell sorting (FACS) von pDRNL::erGFP3-1. Die GFP-positiven
Protoplasten sind in R2 gerahmt und wurden separat aufgefangen.
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Die DRN-Expression zeigte sich in den embryonalen Kalluskulturen mit mutanten Hin-
tergrund deutlich erh6ht, was vermutlich auf einem vermehrt meristematischen Charak-
ter der Kultur auf Grund der Mutation, vergleichbar zum Embryo beruht. Ein Vergleich
der Expressionsmuster in Embryonen zeigte eine deutliche Missexpression beider Pro-
teine in frithen embryonalen Stadien. DRN wird zundchst im gesamten Embryo inklusi-
ve dem Suspensor (Abb. 20A) und spédter im vergrofBerten Meristem exprimiert (Abb.
20B). DRNL ist im Globuldrstadium basal lokalisiert (Abb. 20D), die Expressionsma-
xima, die die Kotyledonen vormarkieren entstehen nicht apikal, sondern medio-lateral
(Abb. 20E). Ab dem Torpedostadium sind die Expressionsmuster von DRN und DRNL
dann wildtypisch. DRN ist im gesamten vergroferten Meristem lokalisiert (Abb. 20C),
DRNL in den Kotyledonenspitzen (Abb. 20F).
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Abbildung 19: Expression von pDRN::erGFP (A-C) und pDRNL::erGFP (D-F) in der pt Mutante in
Globulér- (A,E), Herz- (B,E) und Torpedostadium (C,F). Messbalken entsprechen 20pm.

Insgesamt sind etwa 500 Gene in DRNL-positiven Zellen differentiell transkribiert, wo-
von die Transkription bei ungefdhr 420 negativ und 70 positiv reguliert wird. Als pro-
blematisch fiir die weitere Analyse ergab sich, dass ein GroBteil dieser Gene entweder
vollig unbekannt und nur als mogliche Protein-kodierende Sequenz deklariert waren,
oder die Funktion der Gene nicht bekannt ist. Aus dem Abgleich mit anderen microar-
ray Datenbanken, dem sogenanntem clustering ergaben sich keine verwertbare Informa-
tion, weshalb keine interessanten Kandidaten als mogliche Zielgene oder Prozesse, in
die DRNL moglicherweise involviert sein konnte, identifiziert werden konnten. Somit
erfolgte zundchst eine Einteilung der differenziell exprimierten Gene in funktionale
Gruppen nach Zellkomponenten, biologischer Prozesse und molekularer und biologi-
scher Funktion (74IR, Abb. 21). Einzig auffillig bei der Auswertung war der leicht
erhohte Anteil von Genen, die in die Antwort auf Stress involviert sind (12% zu 10%)
oder durch biotischen/abiotischen Stimulus reguliert werden (12% zu 10%) in DRNL

differenziell transkribierten Genen verglichen mit allen getesteten Loci.
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Functional Categorization by annotation for : GO Cellular Component

ather intracellular components: 15.829% ( raw value = 548 )
other cytoplasmic components: 12.507% ( raw value = 433 )
ather membranes: 11.554% ( raw value = 400 )

unknown cellular components: 9.908% ( raw value = 343 )
chloroplast: 8.059% ( raw value = 279 )

plasma membrane: 7.366% ( raw value = 255 )

nucleus: 7.077% ( raw value = 245 )

ather cellular components: 6.961% ( raw value = 241 )

cell wall: 4.102% ( raw value = 142 )

cytosal: 3.755% ( raw value = 130 )

mitochaondria: 3.235% ( raw value = 112 )

plastid: 3.091% ( raw value = 107 )

ribosome: 2.773% ( raw value = 96 )

extracellular: 1.878% ( raw value = 65)

ER: 1.502% ( raw value = 52 )

Golgi apparatus: 0.404% ( raw value = 14 )

Functional Categorization by annotation for : GO Biological Process

other cellular processes: 22.395% ( raw value = 1165 )

ather metabolic processes: 19.992% ( raw value = 1040 )
unknown biological processes: 10.246% ( raw value = 533 )
response to stress: 10.208% ( raw value = 531 )

response to abiotic or biotic stimulus: 10.092% ( raw value = 525 )
ather biological processes: 7.478% ( raw value = 389 )
developmental processes: 5.69% ( raw value = 296 )

protein metabolism: 5.133% ( raw value = 267 )

transport: 3.518% ( raw value = 183 )

signal transduction: 2.211% ( raw value = 115 )

cell organization and biogenesis: 2.191% ( raw value = 114 )
electron transport or energy pathways: 0.557% ( raw value = 29 )
DNA or RNA metabolism: 0.288% ( raw value = 15)

Functional Categorization by annotation for : GO Molecular Function

unknown molecular functions: 16.347% ( raw value = 511 )
other enzyme activity: 13.596% ( raw value = 425 )
other binding: 11.804% ( raw value = 369 )
transferase activity: 11.164% ( raw value = 349 )
hydrolase activity: 9.693% ( raw value = 303 )

kinase activity: 5.566% ( raw value = 174 )

DNA or RNA binding: 5.534% ( raw value = 173 )
transcription factor activity: 5.502% ( raw value = 172 )
transporter activity: 5.374% ( raw value = 168 )
nucleotide binding: 4.671% ( raw value = 146 )

other malecular functions: 4.127% ( raw value = 129 )
protein binding: 3.711% ( raw value = 116 )

structural molecule activity: 1.695% ( raw value = 53 )
nucleic acid binding: 0.8% ( raw value = 25 )

receptar binding or activity: 0.416% ( raw value = 13 )

Abbildung 21A: Einteilung aller in DRNL-positiven Zellen differentiell transkribierten Genloci nach
Zellkomponente, biologischem Prozess und molekularer und biologischer Funktion (7he Arabidopsis
Information Resource, TAIR).
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Functional Categorization by annotation for : GO Cellular Component

ather intracellular campanents: 15.605% ( raw value = 147 )
ather membranes: 12.845% ( raw value = 121 )

ather cytoplasmic components: 12.527% ( raw value = 118 )
unknown cellular components: 8.068% ( raw value = 76 )
chloroplast: 7.856% ( raw value = 74 )

ather cellular components: 7.856% ( raw value = 74 )
plasma membrane: 7.537% ( raw value = 71 )

nucleus: 5.9% ( raw value = 65 )

cellwall: 4.565% ( raw value = 43 )

cytosal: 3.503% ( raw value = 33 )

plastid: 3.503% ( raw value = 33 )

ER: 2.76% ( raw value = 26 )

extracellular: 2.335% ( raw value = 22 )

mitochondria: 2.123% ( raw value = 20 )

ribosome: 1.699% ( raw value = 16 )

Golgi apparatus: 0.318% ( raw value = 3 )

Functional Categorization by annotation for : GO Biological Process

other cellular processes: 22.78% ( raw value = 372 )

other metabolic processes: 20.821% ( raw value = 340 )
response to stress: 12.309% ( raw value = 201 )

response to abiatic or biotic stimulus: 11.941% ( raw value = 195 )
other biological processes: 8.206% ( raw value = 134 )
unknown biological processes: 5.45% ( raw value = 89 )
developmental processes: 4.532% ( raw value =74 )
transport: 4.47% ( raw value = 73 )

protein metabolism: 4.287% ( raw value = 70 )

signal transduction: 2.694% ( raw value = 44 )

cell arganization and biogenesis: 1.653% ( raw value = 27 )
electran transpart or energy pathways: 0.49% ( raw value = 8 )
DNA or RNA metabalism: 0.367% ( raw value =6 )

Functional Categorization by annotation for : GO Molecular Function

other enzyme activity: 15.479% ( raw value = 152 )
other binding: 14.053% ( raw value = 138 )
transferase activity: 13.238% ( raw value = 130 )
hydralase activity: 12.627% ( raw value = 124 )
unknown molecular functions: 7.841% ( raw value = 77 )
transporter activity: 7.536% ( raw value = 74 )

kinase activity: 6.11% ( raw value = 60 )

other moalecular functions: 5.397% ( raw value = 53 )
DNA or RNA binding: 4.888% ( raw value =48 )
transcription factor activity: 4.888% ( raw value = 48 )
nucleotide binding: 3.157% ( raw value = 31 )

protein binding: 2.749% ( raw value = 27 )

structural molecule activity: 1.12% ( raw value = 11 )
nucleic acid binding: 0.713% ( raw value =7 )
receptor binding or activity: 0.204% ( raw value = 2)

Abbildung 21B: Einteilung aller in DRNL positiven Zellen differentiell transkribierten Gene mit
bekannter Funktion nach Zellkomponente, biologischem Prozess und molekularer und biologischer Funk-
tion (The Arabidopsis Information Resource, TAIR).
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Zunichst wurden in den DRNL-Datensets nach Zielgenen gesucht, die bereits charakte-
risiert wurden. Durch das Aussortieren von Genen, die selber putativ sind, ein putatives
Protein oder ein Protein mit unbekannter molekularer Funktion kodieren, reduzierte sich
die Anzahl der differentiell exprimierten Gene fiir DRNL auf etwa 170. Um DRNL
nach Moglichkeit im bestimmte biologische Prozesse einzuordnen, wurde schlieBlich
genaues Augenmerk auf die Gene gelegt, die bereits in der Literatur beschrieben wur-
den (Tab. 4), wodurch sich die Anzahl auf 26 reduzierte.

Lokus Gen
AT1G21970 | LEC1 (LEAFY COTYLEDON 1)
AT1G01470 | LEA14 (LATE EMBRYOGENESIS ABUNDANT 14)
AT1G03800 | ERF10 (ETHYLENE RESPONSIVE ELEMENT BINDING FACTOR 10)
AT5G55250 | ITAM1
AT3G11260 | WOX5 (WUSCHEL RELATED HOMEOBOXS5)
AT3G50870 | MNP (MONOPOLE)
AT1G07640 | OBP2
AT1G78080 | RAP2.4
AT1G19220 | ARF19
AT1G77850 | ARF17
AT5G61600 | ERF104
AT4G17490 | ERF6 (
AT5G62920 | ARR6 (RESPONSE REGULATOR 6)
AT4G17500 | ERF1
AT5G47220 | ERF2
AT5G57090 | EIR1 (ETHYLENE INSENSITIVE ROOT 1)
AT1G28130 | GH3.9
AT2G25490 | EBF1 (EIN3-BINDING F BOX PROTEIN 1)
AT2G47270 | UPB1 (UPBEAT1)
AT5G47230 | ERF5
AT3G02885 | GASA5 (GIBBERALIN REGULATED PROTEINS)
AT4G30610 | BRS1 (BRI1 SUPPRESSOR 1)
AT2G36490 | ROS1
AT1G74500 | TMO7 (TARGET OF MONOPTEROS)
AT2G28350 | ARF10 (AUXIN RESPONSIVE FACTOR)
AT1G67710 | ARR11
AT3G16770 | EBP/RAP2.3 (RELATED TO AP2)
AT1G04250 | AXR3 (AUXIN RESISTANT 3)
AT2G04160 | AIR3
AT5G42630 | KAN4 (KANADI4)
AT3G19820 | DWF1 (DIMINUTO 1)

Tabelle 4: Differenzille Transkription von Genen mit bekannter Funktion in pDRNL::erGFP.
Abkiirzungen: fache Veranderung (fV).

DRNL:GFP (fV)

Es fiel auf, dass mehrere ERFs differentiell transkribiert werden, ERF10 wird positiv
reguliert, ERF104, ERF6, ERFI, ERF2 und ERF5 negativ. ERFs sind allgemein in die
Antwort auf biotischen Stress involviert (Ohme-Takagi and Shinshi, 1995; Buttner and
Singh, 1997; Ohme-Takagi et al., 2000; Zarei et al., 2011). Auch RAP2.4 und
EBP/RAP2.3, ebenfalls Mitglieder der AP2-Familie, werden durch abiotischen Stress
reguliert (Blodner et al., 2007; Lin et al., 2008). Gene, deren Transkription durch bioti-
schen oder abiotischen Stimulus reguliert werden, sind bereits im Abgleich aller diffe-
renziell transkribierten Gene als verstdrkt vertretene Gruppe aufgetaucht (Abb. 20).
Auch LEA-Proteine sind Stress-reguliert. Die Transkription von LEA[4 wird als Ant-
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wort auf abiotischen Stress aktiviert, vor allem Wassermangel. LEAs fungieren unter
anderem als Schutzproteine bei Austrocknung, z.B. bei der Samenreifung (Singh et al.,
2005).

Es tauchen mehrere, mit Auxin assoziierte Gene auf, wie der Homeobox-Faktor WOX35,
der in die Kontrolle der Stammezellpopulation im Wurzelmeristem involviert ist
(Gonzali et al., 2005; Sarkar et al., 2007). Der in DRNL-positiven Zellen negativ regu-
lierte GATA-Faktor MNP/HAN spielt eine entscheidende Rolle fiir die Festlegung von
Grenzen wihrend der Embryogenese (Nawy et al., 2010). In der Mutante sind verschie-
dene mit Auxin assoziierte Proteine, wie WOXS5, PIN1 und PIN7 fehl lokalisiert, und es
kommt zu Defekten in der basalen Doméne des Proembryos. Weiterhin werden ver-
schiedene ARFs (ARF10, ARF17 und ARF19) und AXR3/IAA17 (Leyser et al., 1996) in
der DRNL-positiven Zellpopulation negativ reguliert. ARF- und AUX/IAA-Proteine
konnen heterodimerisieren und haben eine wichtige Funktion im Auxin-Signalweg
(Abel and Theologis, 1996). Das negativ regulierte OBP2, ein DOF-
Transkriptionsfaktor, aktiviert die Transkription von CYP83BI, welches wiederum die
Auxin-Biosynthese reguliert (Skirycz et al., 2006). Mitglieder der GH3-Familie werden
durch Auxin transkriptionell reguliert (Abel and Theologis, 1996) und kodieren IAA-
Amido-Synthetasen, die die Konjugation von AS an [AA katalysieren, was zur Inakti-
vierung und moglicherweise auch zum Abbau fiihrt (Staswick et al., 2005). Die
Transkription der meisten GH3s wird durch Auxin induziert und regulieren iiber eine
Riickkopplungsschleife die Konzentration von IAA, die Transkription von GH3.9 je-
doch scheint negativ durch IAA reguliert zu sein (Staswick et al., 2005; Khan and
Stone, 2007).

Zusitzlich sind verschiedene Gene betroffen, die in andere Hormon-Signalwege invol-
viert sind. GASAS5 wird durch Gibberellinsdure induziert und unterdriickt, durch die
Kontrolle von FLOWERING LOCUS C (FLC) den Ubergang in die reproduktive Phase
(Zhang et al., 2009). BRS1 und DWF1 sind beide in den Brassinosteroid (BR)-
Signalweg involviert. Die Carboxylpeptidase BRS1 reguliert BRI1, eine Protein-Kinase,
die mogliche Weise als BR-Rezeptor fungiert (Li et al., 2001). DWF1 ist anscheinend
direkt in den Steroid-Biosynthese-Weg eingebunden, wo es die Umsetzung von 2.4-
Methylencholesterol zu Campesterol katalysiert (Choe et al., 1999). EBF1, ein F-Box-
Protein ist in den Ethylen-Signalweg eingebunden und Teil eines SCF-Komplexes, der
fiir den Abbau Ethylen-regulierter Proteine verantwortlich ist (Binder et al., 2007).

LEC1 wurde als Schliisselenzym in der Fettsdure-Biosynthese identifiziert und ist damit
in viele Wachstums- und Entwicklungsprozesse, unter anderem der Kotyledonenent-

wicklung involviert.
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Fast alle ndher betrachteten Gene sind in verschiedene Hormon-Signalwege involviert,
allerdings muss beachtet werden, dass die Auswahl der Gene nicht reprisentativ ist,
sondern auf der Verfiigbarkeit von ndheren Informationen beziiglich der putativen Ziel-

gene beruht.

Nachfolgend wurden die verschiedenen Datensets, pDRN::erGFP, pDRN::erGFP pt
und pDRNL::erGFP untereinander verglichen, um mégliche Uberlappungen und Diffe-
renzen zu identifizieren. Dabei stellte sich heraus, dass nur ein sehr kleines Subset von
Genen in allen drei microarrays iiberlappt. Es wurden insgesamt 90 Gene identifiziert,
die in allen Datensets iibereinstimmend reguliert waren, wovon nur 3 transkriptionell
aktiviert wurden. Diese Gene kodieren eine ATPase, einen bisher nicht charakterisierten
bHLH-Transkriptionsfaktor und die S-Adenosylmethionin-abhingige Methyltransferase
ITAMI, die durch die Methylierung von IAA in die Auxin-Homdgostase eingreift (Qin
et al., 2005). Der bHLH-Faktor ist bisher leider nicht nidher charakterisierte worden,
konnte aber moglicherweise, neben einem Zielgen auch einen bislang unbekannten
Komplex-Partner flir DRN und DRNL darstellen. Die direkte Interaktion mit einem
bHLH-Faktor, BIMI konnte fiir DRN bereits nachgewiesen werden (Chandler et al.,
2009). Somit wire auch die Komplex-Bildung von DRN und DRNL mit anderen Mit-

gliedern dieser Familie denkbar.

DRN:GFP DRNL:GFP DRN:GFP, pt
Lokus Gen fV fV fV

AT5G55250 | ITAM

AT5G57090 | EIR1 (ETHYLENE INSENSITIVE ROOT 1) -0,87 -0,85 -0,64
AT2G47270 | UPB1 (UPBEAT1) -1,01 -0,89 -0,62
AT2G36490 | ROS1 -0,68 -1,04 -0,63
AT1G74500 | TMO7(TARGET OF MONOPTEROS) -0,78 -1,04 -1,21
AT5G42630 | KAN4 (KANADI4) -1,23 -2,24 -2,07
AT2G04160 | AIR3 -1,37 -2,12 -0,82

Tabelle 5: Vergleich differenzill transkribierter Genen mit bekannter Funktion in pDRNL::erGFP und
PDRN::erGFP im wildtypischen und pf mutanten Hintergrund. Abkiirzungen: fache Verdnderung (fV).

Auch von diesem Datenset wurden Gene, deren Funktion bekannt ist ndher analysiert
(Tab. 5). In diesem Subset sind ebenfalls einige Gene enthalten, die in dem Auxin-

Signalweg eingreifen.

EIR3 reguliert den Auxin-Transport (Luschnig et al., 1998), genau wie KAN4 (Izhaki
and Bowman, 2007), welches vermutlich in die Regulation von PIN1 wéhrend der Em-
bryogenese involviert ist. Die Protease AIR1 wird vermutlich iiber den Auxin-Rezeptor
TIR1 reguliert (Xie et al., 2000) und TMO7 ist ein bekanntes Zielgen von MONOPTE-
ROS (Schlereth et al., 2010).
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Bei UPBI1 handelt es sich um einen bHLH-Transkriptionsfaktor, dessen Funktion an-
scheinend in der Balance-Haltung von Zellproliferation und —differenzierung, unabhén-
gig von Hormonsignalen iiber die Regulation von reaktiver Sauerstoff-Spezies liegt
(Tsukagoshi et al., 2010). Die DNA-Glycosylase ROS1 demethyliert aktiv DNA und
reguliert die Transkription von durch Methylierungen still gelegter Gene (Agius et al.,
2006).

Inwiefern die positive oder negative Regulation dieser Gene direkt mit der Aktivitit von
DRNL bzw. DRN zusammen héngt ist jedoch fraglich. Die RNA wurde aus Zellen von
mehreren Wochen alten Kallus-Kulturen isoliert. Somit kdnnten die Gene auch nicht
direkt als primére oder auch sekundére Zielgene reguliert sein, sondern allgemein im

Rahmen der zelluldren Entwicklung reguliert werden.
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4 Diskussion

DRNL kodiert ein AP2/ERF-Protein der ERF-Subfamilie. Die meisten Mitglieder dieser
Familie sind in Reaktionen auf biotischen und abiotischen Stress involviert, einige wur-
den allerdings schon als wichtige Faktoren fiir verschiedene Entwicklungsprozesse
identifiziert, wie TINY (Sun et al., 2008) und LEP (van der Graaff et al., 2000; Ward et
al., 2006), neben DRN das néichstverwandten Gen. Verschiedene Mitglieder der AP2-
Subfamilie, wie 4P2 und ANT haben eine besondere Bedeutung fiir die Bliitenentwick-
lung (Bowman et al., 1989; Jofuku et al., 1994; Elliott et al., 1996). Die genaue Analyse
des Expressionsmusters von DRNL iiber den gesamten Entwicklungszyklus in Arabi-
dopsis fiihrt zu der Vermutung, dass DRNL ebenfalls nicht an Stressreaktionen, sondern
an der Rekrutierung von Griinderzellen, der Bildung von Organanlagen und der Orga-

nogenese beteiligt ist.

4.1 DRNL markiert die Grinderzellen lateraler Organe

Die Entstehung lateraler Organe lédsst sich grundlegend in drei verschiedene Phasen
unterteilen. Kleine Populationen von Griinderzellen werden aus dem Meristem rekru-
tiert, worauf hin es zundchst zur kontrollierten Zellteilung kommt. Die daraus entste-
hende Organanlage, bildet ein histologisch erkennbares Primordium und unterlduft Or-
ganogenese, was letztlich zur Entstehung eines adulten Organs fiihrt (Beveridge et al.,
2007). Mit Hilfe verschiedener histologischer und klonaler Analysen konnte die Anzahl
von Griinderzellen, die zur Bildung verschiedener Organe bendtigt werden, bestimmt
werden (Irish, 1992; Bossinger and Smyth, 1996). Dabei wurde fiir Blitter eine Anzahl
von 1-9 Zellen festgestellt. Die verschiedenen Bliitenorgane entstehen jeweils aus 2
Zellen (Petale), 4 Zellen (Stamen) oder 8 Zellen (Sepalen und Karpelle).

Es konnte gezeigt werden, dass DRNL inzipiente Organanlagen, sowohl wéhrend der
vegetativen, als auch der reproduktiven Phase vormarkiert, und zwar zeitlich deutlich
bevor diese histologisch identifizierbar sind. Die beobachtete Anzahl der von DRNL
vorgemusterten Zellen stimmt fiir alle Organe mit den mittels klonaler Sektoranalyse
ermittelten Zellanzahlen genau iiberein. Es wurde weiter beobachtet, dass sich die Ex-
pressionsdoméne, im Rahmen, der zur Entstehung einer Organanlage benétigten kon-
trollierten Zellteilung, zunichst erweitert und sich iiber alle Zellen, die morphologisch
dem inzipienten Organprimordium zugehorig sind, erstreckt. Wihrend des Auswach-
sens von Primordien und der Organogenese wird DRNL nur in wenigen Zellen der diffe-

renzierenden Organe exprimiert. Ein weiterer Hinweis auf die Rekrutierung von Griin-
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derzellen durch DRNL ergibt sich aus den in der prs Verlustmutante beobachteten Mu-
stern. In der Mutante ist das Auswachsen lateraler Sepalen inhibiert, trotzdem werden
diese angelegt (Matsumoto and Okada, 2001; Nardmann et al., 2004). DRNL mustert

deutlich die inzipienten Organanlagen vor, ohne dass diese elaborieren.

DRNL scheint also in alle drei Phasen der Bildung lateraler Organe involviert zu sein,
von der Rekrutierung von Griinderzellen aus dem vegetativen, dem reproduktiven oder
dem floralen Meristem, iiber die Bildung von Organanlagen bis hin zum Auswachsen

der Organprimordien.

4.1.1 Die Bildung lateraler Organanlagen aus dem embryonalen und
vegetativen SAM erfolgt nach dem selben Muster

Expression von DRNL ist schon zu Beginn der Embryogenese detektierbar. Ab dem 16-
Zell-Stadium ist der DRNL-Promotor im gesamten Proembryo aktiv. Wihrend der wei-
teren Entwicklung verlagert sich das Expressionsmaximum in den apikalen Bereich des
Embryos, wo es sich gegen Ende des Globulérstadiums in zwei distinkte laterale Signa-
le trennt, die die Kotyledonenanlagen vormustern. Ab diesem Zeitpunkt, bis hin zur
Entstehung floraler Meristeme aus dem IM wird DRNL nicht mehr in Zellen mit meri-
stematischem Charakter exprimiert, sondern ausschlielich in primordialen Zellen, wie
den Kotyledonenprimordien, oder wihrend der Organogenese, wie letztlich in wenigen
Zellen der Kotyledonen. Wihrend des vegetativen Wachstums, bei der Entstehung von
Blattprimordien, ist der DRNL—-Promotor ist zundchst in samtlichen Zellen, die morpho-
logisch der neuen Blattanlage zugehdrig sind, aktiv. Sobald das Primordium auswéchst,
beschrinkt sich die Expressionsdomédne von DRNL zunichst auf den apikalen Bereich,
spéter ist Expression nur noch in wenigen Zellen der L2-Schicht zu detektieren. Die
Expression von DRNL erfolgt also in zwei verschiedenen Organtypen, wéhrend der
Entwicklung der Kotyledonen und Blitter nach dem gleichen Muster zunichst weitléu-
fig in der inzipienten Organanlage, spiter in wenigen Zellen der L2 und L3 Schicht der

Primordien.

4.1.2 Die Entstehung floraler Organe unterliegt verschiedenen
Musterbildungsprozessen

Anhand des Expressionsmusters von DRNL ldsst sich weiterhin die Entstehung der ein-
zelnen floralen Organanlagen verfolgen, welche im Laufe der Bliitenentwicklung alle
sukzessiv vormarkiert werden (Abb. 20). Dabei fallt auf, dass diese anscheinend durch
grundlegend verschiedene Musterbildungsprozesse entstehen. Die Sepalen werden de-

kussiert, oder die medialen Sepalen eventuell einzeln und die lateralen Sepalen paarwei-
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se angelegt. Die Petalen-, genau wie die Stamenanlagen stammen aus jeweils gemein-
samen morphogenen Feldern, die erst wihrend der weiteren Entwicklung zu einzelnen

Organanlagen separieren.

Mit Hilfe einer dreidimensionalen Darstellung des pDRNL::erGFP Expressionsmusters
wihrend der frithen Stadien der Bliitenentwicklung konnte veranschaulicht werden, dass
DRNL samtliche Organanlagen vormustert. Bereits im P-1 und PO Stadium wird DRNL
in inzipienten Bliitenprimordien exprimiert, wobei im P-1 Stadium etwa 4-8 Zellen
vormarkiert werden. Sobald es durch kontrollierte Zellproliferation zum Auswachsen

der Bliitenanlage kommt ist der Promotor in dem gesamten Bliitenprimordium aktiv.

Abbildung 20: Schematische Darstellung der DRNL-Expression im FM.

Organanlagen und morphogene Felder sind nummeriert in der Reihenfolge ihres Auftauchens wéhrend
der Bliitenentwicklung. Abaxiale Sepale (1), laterale Sepalen (2), abaxiale Sepale (3), laterale, morphoge-
ne Felder (4) und zentrales, morphogenes Feld (5) in Schema 1. Auftrennung des morphogenen Feldes (4)
in vier diskrete Signale, die die Petalen (6) und zwei, die die lateralen Stamen (7) vormarkieren, das ring-
formige, morphogene Feld (8), welches die medialen Stamen vormustert wird etabliert, die Expression in
den auswachsenden Sepalen beschrénkt sich auf die Spitzen (Schema 2). Das ringférmige morphogene
Feld trennt sich in vier Signale, die die medialen Stamen markieren (9), zentral werden die Karpellanla-
gen vorgemustert (10) (Schema 3), dabei bilden sich schnell zwei distinkte Signale (11) im Zentrum
(Schema 4).

Im weiteren Verlauf der Bliitenentwicklung werden zunéchst die Sepalen sequenziell in
der Reihenfolge abaxiale, laterale und adaxiale Sepale initiiert (Abb. 20; 1-3). Interes-
santer Weise wiirden nach dieser Interpretation die beiden medialen Sepalen jeweils
einzeln, die beiden lateralen Sepale zeitlich dazwischen und parallel angelegt werden.
Die Organisation dieser sequentiellen Initiierung kdnnte rein morphologisch begriindet
sein. Dabei konnten die Zellen fiir die Bildung der abaxialen Sepalenanlage direkt re-
krutiert werden, nachdem die Entscheidung zur Entstehung einer neuen Bliitenanlage
getroffen wurde. Die Initiierung der lateralen Sepalenprimordien wiirde aber zunichst
ein Auswachsen des kompletten Bliitenprimordiums voraussetzen, um Platz fiir die neu-
en Organanlagen zu schaffen bzw. eine ausreichende Anzahl an Zellen innerhalb des
FMs zu bilden. Fiir die Rekrutierung von Zellen fiir die adaxiale Sepale konnte die mor-
phologische Abgrenzung durch die Bildung einer Furche zwischen IM und Bliitenpri-
mordium erforderlich sein, entweder ebenfalls um ausreichend Platz, oder um eine

eventuell notige Separierung zwischen IM und der neuen Organanlage zu schaffen. Das
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abaxiale Sepalenprimordium wiirde nach dieser Interpretation nicht nur zuerst angelegt
werden, es ist auch grofler, als die der lateralen und adaxiale und elaboriert kurze Zeit
bevor sich die restlichen Sepalenprimordien erheben (Hill and Lord, 1989). Die Be-
griindung dafiir konnte in dem evolutiondren Verlust des floralen Tragblattes liegen,
wodurch die abaxiale Sepale deren Position einnimmt und aus einem, in diesem Sektor

vergroBert initiiertem Primordium entsteht (Sauders, 1923; Hagemann, 1963).

Alternativ dazu konnte das Expressionsmaximum vom P-1 bis P1 Stadium nicht die
abaxiale Sepale bzw. gemeinsame Vorlduferzellen fiir Tragblatt und abaxiale Sepale
markieren, welche wihrend der Entwicklung unterschiedliche Zellschicksale unterlau-
fen, sondern das rudimentdres Tragblatt vormustern. In Arabidopsis entstehen FMs,
genau wie primére und sekundére Meristeme wahrscheinlich de novo in den Achseln
von Hoch- bzw. Tragblittern, deren Auswachsen in der Bliite unterdriickt wird (Long
and Barton, 2000; Kwiatkowska, 2006; Alvarez-Buylla et al., 2010). Der Meristem-
Marker STM wird im gesamten IM exprimiert, nicht aber in den Zellen der inzipienten
Bliitenprimordien, was eher gegen die Theorie sich abspaltender Meristeme spricht
(Long and Barton, 2000). Ab dem Bliitenstadium 2 wird STM dann im Zentrum des
Bliitenprimordiums, dem floralen Meristem exprimiert. Vor diesem Hintergrund wére
denkbar, dass die distal markierten Zellen in der Stadium 2 Bliite zunédchst ausschliel3-
lich das kryptische Tragblatt vormustern, dessen Vorlduferzellen aus dem IM rekrutiert
werden. Sdmtliche Bliitenorgane werden erst nach der Neuorganisation der FMs aus
Zellen, die zur Bildung der lateralen Organe aus der Peripherie des floralen Meristems
abwandern, initiiert. Nach dieser Interpretation wiren die zuerst angelegten Bliitenorga-
ne die lateralen Sepalen, deren Vorlauferzellen aus dem floralen Meristem rekrutiert
werden. Gegen Ende des 2. Bliitenstadiums entstehen die Anlagen der medialen Sepalen
relativ zeitgleich, wobei die abaxiale Sepale nicht aus den bereits ab dem P-1 Stadium
markierten Zellen entsteht, sondern fiir beide Bliitenorgane Zellen neu aus dem FM ab-
wandern. In Abbildungen 5C und E wird das selbe Bliitenprimordium aus verschiede-
nen Perspektiven dargestellt. In 5C sind bereits einige Zellen adaxial sehr schwach
vormarkiert, und auf der abaxialen Seite sind in Abbildung SE deutlich zwei distinkte
Signale erkennbar, welche nach dieser Theorie nicht durch eine Zweiteilung der frithen
abaxialen Signals in ein oberes und unteres Maximum entstehen, sondern durch die Re-
krutierung meristematischer Zellen aus dem FM zur Bildung der abaxialen Sepale durch
DRNL. Somit wiirden alle vier Sepalen in einem dekussierten Modus entstehen. Die
Theorie, dass die medialen und die lateralen Sepalen paarweise zusammengehorig sind,
und von einander unabhdngig entstehen, ldsst sich auch durch die floralen Defekte der
prs Verlustmutante untermauern (Matsumoto and Okada, 2001). Die lateralen Sepalen
dieser Mutante werden angelegt, elaborieren aber nicht, wobei die medialen Sepalen nur
marginal betroffen sind, was fiir eine gekoppelte Initiierung der beiden einzelnen Paare

spricht.

59



Diskussion

Einen weiteren interessanten Aspekt der friihen Bliitenentwicklung umfasst die Entste-
hung einzelner Organanlagen aus morphogenen Feldern, wie bei der Organisation von
Petalen und Stamen. Bereits in Stadium 2 werden von DRNL lateral des FMs zwei si-
chelférmige Felder (Abb. 20; 4), bestehend aus zwei Zellreihen, markiert. Kurz darauf,
zu Beginn des dritten Bliitenstadiums, ldsst sich eine ringféormige Expressionsdoméne
detektieren, die das FM umschlie3t (Abb. 20; 5, 8). Diese morphogenen Felder markie-
ren die Peripherie des floralen Meristems und beinhalten Vorlduferzellen, die zunéchst
allgemein zur Bildung lateraler Bliitenorgane rekrutiert wurden. Im Verlauf der weite-
ren Bliitenentwicklung separieren sich innerhalb dieser Felder die einzelnen inzipienten

Organanlagen.

Aus den beiden lateralen Feldern entstehen jeweils zwei Petalen (Abb. 20; 6). Zwischen
den beiden Maxima, ein bis zwei Zellreihen Richtung Zentrum verschoben werden die
lateralen Stamen von DRNL markiert (Abb. 20; 7). Dabei lésst sich nicht differenzieren,
ob die verschiedenen Organe aus den Selben Vorlduferzellen entstehen, oder ob die
Rekrutierung der Zellen fiir Petalen und laterale Stamen zwei getrennte Prozesse dar-
stellen. Das zu Beginn etwa 6-8 Zellen umfassende morphogene Feld konnte zunichst
nicht auf einen bestimmten Organtypus festgelegt sein und erst zu einem spéteren Zeit-
punkt in Petalen- und Stamengriinderzellen unterteilt werden. Unter dieser Betrachtung
wire die Rekrutierung von Griinderzellen zur Entstehung dieses Feldes eher positions-
als organabhingig. Daraus wiirde sich eine Art zweistufiger Entwicklungsprozess erge-
ben, indem zunéchst die Entscheidung zur Rekrutierung von Organgriinderzellen getrof-
fen wird und erst zu einem spéteren Zeitpunkt dann die Aufteilung in Petalen- und Sta-
mengriinderzellen. Auflerdem wire die Bildung zweier morphologisch und funktional
vollig verschiedener Organtypen damit in gewissem Malle gekoppelt. Alternativ dazu
konnten die lateralen Stamen auch zeitlich unmittelbar folgend, jedoch als unabhingiges
Ereignis initiiert werden. Das Bliitenprimodium ist zu diesem Zeitpunkt noch sehr kom-
primiert, wodurch die Vorlduferzellen einzelner Wirtel meist direkt an einander angren-
zen, oder maximal eine Zellreihe dazwischen liegt. Das ringformige Feld stoft zu Be-
ginn lateral unmittelbar an das Petalenfeld, und die klare Abgrenzung der Griinderzellen
von Petalen, lateralen Stamen und medialen Stamen ist erst erkennbar, wenn das Blii-
tenprimordium weiter auswichst. In Anbetracht von Funktion und Morphologie ist je-
doch die Entwicklung von Petalen und lateralen Stamen aus zwei unabhédngigen Popula-

tionen von Griinderzellen anzunehmen.

Die Entstehung aller Stamen aus gemeinsamen Vorlduferzellen ist jedoch in Anbetracht
der Expressionsmuster eher unwahrscheinlich. In Stadium 4 ist deutlich erkennbar, dass
die Anlage der lateralen Stamen nicht aus dem ringférmigen morphogenen Feld ent-
springt, sondern die markierten Zellen auBBerhalb dieses Feldes, etwas basaler bzw. wei-
ter entfernt von der apikalen Bliitenspitze liegen. Auflerdem sind die vier Maxima, die

die medialen Stamenanlagen vormarkieren (Abb. 20; 9) noch nicht deutlich von einan-
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der getrennt, wihrend an der Position der spéteren lateralen Stamenanlagen nur wenige
Zellen markiert sind, die des Weiteren bereits durch eine Zellreihe von den vorgemu-
sterten medialen Stamen abgegrenzt sind. Ein anderes Indiz fiir getrennte Entwick-
lungsprozesse beziiglich medialer und lateraler Stamen liefert auch die unterschiedliche
Morphologie tliber verschiedene Entwicklungsstadien (Smyth et al., 1990). Die medialen
Stamen elongieren zu einem etwas fritheren Zeitpunkt in Stadium 5 und auch stirker,
als die lateralen Stamen, weshalb die medialen auch als lange, die lateralen als kurze
Stamen bezeichnet werden. In diesem Zusammenhang liefert auch die Analyse der drnl-
1 Verlustmutanten interessante Daten (Chandler, nicht veroffentlicht). Die drnl-1 Mut-
ante weillt mit 4,5, verglichen mit 5,9 im Wildtyp eine deutlich verringerte Anzahl von
Stamen auf. Die Einzelmutante bildet durchschnittlich nur 1,5 laterale Stamen, die An-
zahl der medialen Stamen dagegen ist nur selten reduziert. Auch im wildtypischen Col,
Ler und WS Pflanzen fehlt gelegentlich eins der laterale Stamen, beziiglich der medialen
Stamen werden solche Defekte allerdings nicht beobachtet. Des Weiteren sind in drn/-1
Mutanten héufig fusionierte Stamen zu beobachten. Diese Fusionen entstehen mit hoher
Priaferenz zwischen medialen Stamen (86%) und nur gelegentlich zwischen medialen
und lateralen Stamen (16%). Daraus ergibt sich zu einen, dass die medialen und latera-
len Sepalen eher aus von einander unabhdngigen Prozessen stammen. Des Weiteren
scheint DRNL eine entscheidende Funktion fiir die Initiierung von Organen und die

Grenzziehung dazwischen zu besitzen.

Die beiden Karpelle werden als zwei separate Organe entlang der medio-lateralen Ach-
se initiiert und fusionieren entlang der proximal-distalen Achse zu einem Hohlzylinder.
Trotz dieser schlauchformigen Struktur, findet sich hier keine ringférmige Expressions-
doméne an der apikalen Spitze, sondern zwei sehr lokale Maxima lateral des FMs gele-
gen (Abb. 20; 10, 11). Damit zeigen sich im Falle der Organogenese des Gynoeceums
schon sehr frith (Stadium 4-5), deutlich bevor es zum Auswachsen der Organanlage in
Stadium 6 kommt, qualitative Unterschiede zwischen den Zellen, die zur Bildung dieses
Organs rekrutiert wurden. Kontrdr zu dieser Beobachtung findet sich fiir alle anderen
Organprimordien zu den Zeitpunkt an dem sie morphologisch erkennbar sind DRNL
Expression in der kompletten Organanlage, und beschrinkt sich erst zu einem spiteren

Zeitpunkt auf ausgewéhlte Zellen an apikaler Position.

Die Spezifizierung der Bliitenorgane wird derzeit hauptsachlich durch die ABC-Gene
begriindet. Die rdumlich-zeitliche Expression dieser Transkriptionsfaktoren fiihrt im
frithen Bliitenstadium zur konzentrischen Aufteilung des jungen Bliitenprimordiums in
einzelne Wirtel (Bowman et al., 1991; Coen and Meyerowitz, 1991). Die Missexpressi-
on dieser Gene fiihrt zu homgotischen Mutationen, die wirtel- und nicht organspezifisch
sind. Im Gegensatz dazu scheint DRNL in die Bildung von Organanlagen in allen Wir-

teln involviert zu sein. Die Analyse von ap3/pi drnl Doppelmutanten ergab, dass DRNL
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nicht mit dem ABC-Model verkniipft ist, und die Bliitenentwicklung iiber davon unab-
héngige Mechanismen reguliert (Nag et al., 2007).

Die Expressionsmuster von DRNL wihrend der Bliitenentwicklung bekriftigen ein-
drucksvoll die alternative Theorie der sechs Bliitenwirtel (Steinheil, 1839; Alexander,
1952). Unter der oben diskutierten Annahme, dass von dem frithen abaxialen Expressi-
onsmaximum im P-1 bis P1 Stadium ein kryptisches Tragblatt vorgemustert wird, mar-
kiert DRNL zunichst dekussiert die beiden lateralen Sepalen im ersten Wirtel und kurz
darauf die medialen Sepalen, die den zweiten Wirtel bilden. Die vier Petalen werden in
zwei morphogenen Feldern vormarkiert und trennen sich spéter auf, was auf die Dupli-
zierung der Organe (De Candolle, 1821) hinweisen konnte. AuBlerdem konnte anhand
des Musters gezeigt werden, dass laterale und mediale Stamen aus verschiedenen Vor-
lduferzellen stammen, und demnach definitionsgemif aus verschiedenen Wirteln ent-

springen. Die Karpelle entstehen paarweise im innersten Wirtel.

Durch die Expression iiber die verschiedenen Entwicklungsphasen der Organogenese
und in allen Organtypen von Bliiten eignet sich DRNL ausgezeichnet als Marker zur
Beobachtung floraler Musterbildungsprozesse. Die Analyse des Marker in Mutanten mit
Bliitendefekten kann Aufschluss geben, welche Entwicklungsschritte betroffen sind,
bzw. in welchen Stadien es zu fehlerhaften Musterbildungen kommt. Fiir die, in der
Bildung lateraler Organe beeintridchtigte prs Mutante konnte bereits deutlich gezeigt
werden, dass die lateralen Sepalenanlagen zwar initiiert werden, die Elongation der in-
zipienten Organprimordien allerdings ausbleibt. Weiterhin konnte die Suche nach
DRNL orthologen Genen in anderen Spezies und die Beobachtung der Expressionsmu-
ster wihrend der floralen Musterbildung Aufschluss geben, beziiglich Gemeinsamkeiten

und Abweichungen in der Anlage divergenter Baupline verschiedener Bliiten.

4.2 Die partielle Redundanz von DRN und DRNL ist
hauptsachlich begriindet in funktionaler Equivalenz und
uberlappenden Expressionsdomanen

Die Verwandtschaft von DRN und DRNL erklért sich durch Entstehung beider Gene aus
einer intrachromosomalen Duplikation auf Chromosom 1. Nach einer Duplikation kann
es zur Akkumulation von Mutationen in einem der duplizierten Gene kommen. Unter
positivem Selektionsdruck konnen die Proteine dann unterschiedliche Funktionen iiber-
nehmen, wihrend die urspriingliche Funktion nicht vollig verloren geht, wodurch eine
partielle Redundanz entsteht (Nowak et al., 1997). Die Unterschiede von DRN und
DRNL sind anscheinend groftenteils regulatorischer Natur. Die Proteine kdnnen gegen-

seitige Funktionen iibernehmen, wenn sie vom Promotor des anderen Gens reguliert
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werden. Somit verhalten sie sich auf Proteinebene weitestgehend equivalent. Vielleicht
lasst sich durch diese gewisse Promiskuitét der Proteine auch der dramatische Effekt
einer konstitutiven Uberexpression erkliren, und vergleichsweise marginale Effekte in
den Verlustmutanten (Kirch et al., 2003; Marsch-Martinez et al., 2006; Ward et al.,
2006; Chandler et al., 2007; Nag et al., 2007). DRN und DRNL sind Mitglieder einer
Proteinfamilie mit einer hoch konservierten Doméne, somit wére es auch denkbar, dass
es noch weitere Vertreter mit partiell redundanter Funktion gibt. Da die Proteine auf3er-
halb der AP2-Domiine keine groBe Ahnlichkeit zeigen, innerhalb dieser jedoch hoch
konserviert sind, konnte die Funktion beider Proteine mit dieser Doméne assoziiert sein.
Interessant wire, ob das nichst verwandte Gen LEP, oder mdglicherweise ein anderer
beliebiger ERF, die sich von DRN und DRNL beziiglich der Proteinsequenz ihrer AP2-
Domine ebenfalls kaum unterscheiden, getrieben vom DRNL-Promotor in der Lage ist,
den Phinotyp der drnl-2/bcm-1 Mutante zu retten.

DRN und DRNL werden zu Beginn der Embryogenese koexprimiert, zundchst im ge-
samten Proembryo, spiter begrenzt auf den apikalen Bereich und dann ausschlieBlich
auf die Kotyledonenanlage. Das SAM wird schon im frithen Stadium der Embryogenese
angelegt. Die beiden Positiv-Regulatoren des SAM WUS und STM sind ab dem Derma-
togen- bzw. Globuldrstadium in den inneren apikalen Zellen exprimiert (Mayer et al.,
1998; Aida et al., 1999). Zu diesem Zeitpunkt ist die Expression von DRN und DRNL
bereits auf zwei laterale Maxima tiberwiegend in der L1-Schicht konzentriert, au3erhalb
des neu entstehenden SAMs. Ab dem Torpedostadium {iberlappen die Expressionsmu-
ster der beiden Gene dann kaum noch. Der DRN-Promotor ist iiber die verschiedenen
Entwicklungsstadien der Pflanze hinweg fast ausschlielich in meristematischen Zellen
aktiv, wihrend DRNL aus dem Meristem ausgegrenzt ist, und in Zellen mit primordia-
lem Charakter exprimiert wird. In diesem Zusammenhang sind auch die verdnderten
Expressionsmuster in der pt Mutante, in der ein vergroBertes embryonales SAM ange-
legt wird (Mordhorst et al., 1998), wiahrend der frithen Stadien der Embryogenese inter-
essant. Der DRN-Promotor zeigt im Globulédrstadium im gesamten Embryo inklusive
Suspensor vermehrte Aktivitdt. Die DRNL-Expression unterscheidet sich in diesem
mutanten Hintergrund schon im Globuldrstadium drastisch vom DRN Expressionsmu-
ster obwohl die beiden Gene zu diesem Zeitpunkt im Wildtyp koexprimiert werden. Die
Expressionsdoméne ist in den basalen Teil des Proembryos, kontrir zum apikalen Ma-
ximum im Wildtyp verlagert. Diese divergenten Expressionsmuster lassen sich mogli-
cherweise dadurch begriinden, dass es in der pf Mutante nicht nur zur Vergroferung der
meristematischen Zone kommt, sondern die Differenzierung von Zellen, hin zu meri-
stematischer oder primordialer Identitdt bereits in einem Stadium getroffen wird, in dem
im Wildtyp das Zellschicksal noch weitestgehend offen ist. Diese Muster lassen eben-
falls auf eine deutliche Diskrepanz beziiglich der transkriptionellen Regulation der bei-

den Gene schlieffen.
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Obwohl fiir DRN und DRNL funktionale Unterschiede beziiglich der genetischen Inter-
aktion mit PIN und PID, oder verschiedener CUC-Gene nachgewiesen werden konnten,
lasst sich auch eine partielle Redundanz der beiden verschiedenen Gene beobachten
(Chandler et al., 2010). Die Penetranz des embryonalen Kotyledonendefektes der drn
Mutante ist in der drn drnl Doppelmutante deutlich erhoht (Chandler et al., 2010). Wéh-
rend der Musterbildung im apikalen Embryo scheinen die beiden zu diesem Zeitpunkt
koexprimierten Gene also hoch redundant zu sein. Im Gegensatz zu drnl-1 besitzt die
drnl-2/bcml Mutante, ein hypermorphes Allel von drni-1, ebenfalls einen Kotyledo-
nenphénotyp (Nag et al., 2007). Im Promotor-swap-Experiment konnte gezeigt werden,
dass sowohl DRN exprimiert unter dem DRNL-Promotor, als auch ein pDRN::DRNL-
Konstrukt den Phénotyp rettet (Chandler et al., 2010). Fiir die Rettung des Phénotyps
scheint also eine gewisse Konzentration der beiden Proteine insgesamt ausreichend.
Auch wihrend der Bliitenentwicklung ist eine gewisse Redundanz von DRN und DRNL
zu beobachten. In der drnl-1 cuc-1 Doppelmutante fehlen die lateralen Stamen zu 84%,
in der drn drnl cuc-1 Tripelmutante ist der Phanotyp voll penetrant. Die CUC Gene be-
sitzen eine wichtige Funktion fiir die Grenzziehung zwischen Organanlagen, und wer-
den in den Zellen, die die inzipienten Primordien umschlieen, exprimiert. Des Weite-
ren kann die drnl-2/bcm1 Mutante, die einen starken Bliitendefekt zeigt, komplett geret-
tet werden, wenn DRN vom DRNL-Promotor getrieben wird (nicht verdffentlicht). Die
Basis der partiellen Redundanz wéhrend der Kotyledonenentwicklung und der Entste-
hung von Bliitenorganen liegt also wahrscheinlich hauptséachlich in der zeitweiligen

Koexpression und funktionaler Equivalenz der Proteine.

Obwohl DRNL an der Initiierung aller Bliitenorgane anscheinend gleichermallen betei-
ligt ist, beschréinkt sich der Bliitendefekt in drnl-1 und drnl-2/bcm-1 erstaunlicher Weise
hauptséchlich auf die lateralen und medialen Stamen. In der drnl-2/bcm-1 Mutante tau-
chen gelegentlich petaloide Sepalen im &uBeren Wirtel auf und Sepal-Petal-Mosaike,
am drastischsten sind jedoch die Stamen betroffen, deren Anzahl mit 3,1 verglichen
zum Wildtyp (5,8) deutlich reduziert ist (Nag et al., 2007). Oft finden sich auch Fusio-
nen zweier Stamen, oder es werden stattdessen filamentdse Organe gebildet, was even-
tuell ebenfalls durch eine equivalenten Funktionalitdt der beiden Proteine erklédrt werden
kann. Zwar konnte in der drn drnl-1 keine erhohte Penetranz der Stamendefekte bzw.
Defekte von anderen Bliitenorganen festgestellt werden, abgesehen von leicht erhhten
Penetranz eines niedrig penetranten Karpelldefektes (drnl-1: 5%; drn drnl-1:15%)
(Chandler, nicht veroffentlicht). Weder bei drn noch bei drnl-1 handelt es sich jedoch
um Null-Allele, somit ist eine gewisse Restaktivitit der Proteine wahrscheinlich. Bei
genauer Beobachtung der Expressionsmuster zeigt sich auch wihrend der Bliitenent-
wicklung mehrfach partielle Uberlappung der beiden Gene. Withrend der Rekrutierung
der Zellen fiir die medialen Sepalen iiberschneiden sich die beiden Expressionsdomai-

nen, und auch die beiden morphogenen Felder, die spiter zu den Petalen- und Stame-
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nanlagen differenzieren liegen sehr dicht neben, bzw. partiell in der Peripherie des FMs.
Die Zellen zur Bildung der Karpelle werden direkt im Zentrum des jungen Bliitenpri-
mordiums aus dem FM rekrutiert und damit aus dem Zentrum der DRN Expressions-
doméne. Somit wire denkbar, dass DRN mdglicherweise die drnl-2/bcm-1 Mutante vor
weiteren floralen Defekten rettet. Die Musterbildung der Stamenanlagen scheint, vergli-
chen zu den anderen Bliitenorganen bei weitem die Komplexeste zu sein. Die lateralen
Stamen miissen entweder aus einem gemeinsamen morphogenen Petalen-Stamen-Feld
abgegrenzt werden, oder auf engstem Raum zwischen den beiden morphogenen Feldern
initiiert werden. Die medialen Stamen entstehen aus einer zunéchst ringférmigen Ex-
pressionsdoméne, die sich im weiteren Verlauf auftrennen muss, um vier einzelne Or-
gananlagen zu bilden. Vielleicht konnen diese hoch-komplexen Prozesse, im Gegensatz
zur Bildung der anderen Organe nicht von einem funktionell equivalentem Protein mit
teilweise iiberlappender Expressionsdomine iibernommen werden, sondern sind auf
eine sehr genau Expression angewiesen. Dadurch liee sich das Fehlen der lateralen,
und die Fusionen der medialen Stamen mit Hilfe der Expressionsmuster zumindest teil-
weise erkldren. Interessant wére in dem Zusammenhang die Analyse der drn drnl-2

Doppelmutante, um eventuelle weitere Bliitendefekte zu entdecken.

Nur an zwei Zeitpunkten wéihrend der Entwicklung der Pflanze konnte DRN Expression
auBlerhalb des Meristems detektiert werden. Wahrend der Etablierung des embryonalen
SAMs, welches bereits im Globuldstadium durch WUS und STM vormarkierten wird,
ist DRN zundchst lateral des entstehenden SAMs lokalisiert, spater kann Expression
weiterhin in den Kotyledonenspitzen detektiert werden. Auerdem markieren STM und
WUS schon ab Stadium 1 bzw. 2 der Bliitenentwicklung das FM im Zentrum des Pri-
mordiums vor, wihrend DRN nicht, oder an distaler Position exprimiert wird. DRN
wird also in neu entstechenden Meristemen deutlich spéter exprimiert, als die Meri-
stemmarker WUS und STM, was darauf hindeutet, dass DRN keine Rolle fiir die Etablie-
rung des Meristems spielt, sondern eher eine Funktion bei der Aufrechterhaltung besitzt.
DRNL hingegen ist schon in fritheste Musterbildungsprozesse lateraler Organe invol-

viert.

4.3 Die fruhe Regulation von DRNL erfolgt unabhangig von
Auxin

Im Rahmen dieser Arbeit sollte dariiber hinaus eine mogliche Verbindung zwischen
dem Phytohormon Auxin und DRNL iiberpriift werden. Obwohl durch konstitutive
Uberexpression von DRN und DRNL eine Verkniipfung mit Cytokinin beobachtet wer-
den konnte (Banno et al., 2001; Ikeda et al., 2006), ist eine Einordnung der beiden Para-

loge in den Auxin-Signalweg auf Grund verschiedenster Beobachtungen deutlich néher-
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liegend. AuBerdem ist die Bildung lateraler Organe, in die DRNL involviert zu sein
scheint, abhdngig vom polaren Auxin-Transport in die inzipienten Organanlagen
(Reinhardt et al., 2003).

Die Promotoren beider Gene enthalten mehrere kanonische Auxin-Response Elements
(AuxREs). Der DRN-Promotor enthilt insgesamt fiinf AuxREs, davon drei 3" und zwei
5" vom Transkriptionsstart. Im DRNL-Promotor befinden sich ebenfalls drei AuxREs 3’
vom Transkriptionsstart gelegen und eins 5°. An diese AuxREs binden Mitglieder einer
Familie von Transkriptionsfaktoren, die ARFs und aktivieren oder reprimieren damit
die Transkription Auxin-regulierter Gene (Guilfoyle et al., 1998; Guilfoyle, 2007). Die
23 Mitglieder der ARF-Familie sind in eine Reihe von Entwicklungsprozessen invol-
viert. MONOPTEROS (MP)/ARFS ist essentiell fiir die Festlegung der basalen Doméne
wihrend der Embryogenese (Berleth and Jurgens, 1993; Hardtke and Berleth, 1998).
DRN konnte bereits als direktes Zielgen von MP identifiziert werden (Cole et al., 2009).
In der mp Mutante ist der DRN-Promotor in den Spitzen der Kotyledonen ab den Tor-
pedostadium in phénotypisch mutanten Embryonen inaktiv. Die Expression von DRN
im SAM ist davon nicht betroffen. Durch Punktmutation einzelner AuxREs des Promo-
tors und durch ChIP-Experimente konnte belegt werden, dass MP mit zwei der 5 gele-
genen kanonischen AuxREs physisch interagiert. Die Expression des paralogen DRNL
ist in der mp-Mutante ebenfalls betroffen. Es konnte kein Signal in den Kotyledo-
nenspitzen phinotypisch mutanter mp Pflanzen im Torpedostadium detektiert werden.
AuBerdem wurde ein signifikanter Anteil an Embryonen innerhalb der homozygoten
PDRNL::erGFP Linien beobachtet, die auch in fritheren Stadien kein Signal zeigten.
DRNL scheint also ebenfalls durch MP reguliert zu werden, und zwar schon in fritheren
Entwicklungsstadien als DRN. Allerdings zeigten die Reportergen-Linien mit den mu-
tierten AuxREs im DRNL-Promotor kein verdndertes Expressionsmuster in Embryonen.
Die Kontrolle von DRNL durch MP wihrend der Kotyledonenentwicklung konnte damit
entweder indirekt sein, oder iiber nicht-kanonische AuxREs reguliert werden. Die Inter-
aktion von MP mit nicht-kanonischen AuxREs konnte auf der Suche nach direkten Ziel-
genen durch ChIP nachgewiesen werden (Schlereth et al., 2010). MP bindet an ein 500
BP grof3es Fragment des TMO7-Promotors, der keine kanonischen AuxREs (TGTCTC)
beinhaltet. Allerdings finden sich zwei TGTC Kernelemente, die fiir die Interaktion von
MP mit dem Promotorbereich verantwortlich sein kénnten. Somit wére denkbar, dass
MP auch alternative Motive innerhalb des DRNL-Promotors erkennt, und die Transkrip-
tion damit direkt reguliert. Fiir die Spezifizierung von Griinderzellen zur Bildung der
Kotyledonen im globuléren Embryo durch Auxin gibt es derzeit allerdings keine Bewei-
se. Lokale Auxin-Maxima konnen in den Kotyledonenprimordien ab dem Herzstadium
nachgewiesen werden, und koinzidieren damit mit den Mustern von DRN und DRNL
und dem Auswachsen der Organanlage. Die Rekrutierung der Griinderzellen muss al-

lerdings deutlich friither erfolgen. Auxin ist zu Beginn der Embryogenese gleichméfig
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iiber den kompletten Proembryo verteilt, ahnlich wie DRN und DRNL, ab dem spéten
Globulédr- (etwa 32-Zell-Stadium), iiber das Trianguldrstadium hinweg akkumuliert Au-
xin in der Hypophyse und der obersten Suspensorzelle (Friml et al., 2003). Da die Koty-
ledonengriinderzellen innerhalb dieses Zeitfensters festgelegt werden miissen, erscheint

Auxin als Initiator eher unwahrscheinlich.

Die Auxinverteilung in Infloreszenz und Bliiten ist im Vergleich zum Embryo relativ
spérlich dokumentiert. Lokale Maxima konnen in der Peripherie des IMs detektiert
werden, an den Stellen an denen die Bliitenprimordien initiiert werden (Heisler et al.,
2005). In jungen Bliitenprimodien konnte bislang mit Hilfe des DR5-Promotors kaum
Auxin detektiert werden, dafiir allerdings durch Antikérperfarbung konjugierte, biolo-
gisch inaktive IAA-Derivate nachgewiesen werden (Aloni et al., 2006). Freies Auxin
konnte erst ab Stadium 8 in allen Bliitenorganen detektiert werden. Die Analyse der
PDRS5::erGFP Reportergen-Linien in Rahmen dieser Arbeit ergab davon abweichend
ein sehr komplexes Muster von lokalen Auxinmaxima in allen Stadien der Bliitenent-
wicklung. Schon in den inzipienten Primordien fast aller Bliitenorgane konnte die Ak-
kumulation von Auxin beobachtet werden, allerdings immer deutlich nachdem die Or-
gananlagen von DRNL vorgemustert wurden. Meist kommt es unmittelbar nach der
Etablierung eines Auxin-Maximums zu Auswachsen der Organanlage. Im Falle der Pe-
talen kann erst nachdem diese bereits differenzieren ein apikales Maximum beobachtet
werden. Wéhrend der Bliitenentwicklung kann also davon ausgegangen werden, dass
Auxin eher die Proliferation der bereits spezifizierten Griinderzellen fordert und damit
die Bildung von Organanlagen unterstiitzt. AuBBerdem scheint Auxin involviert in Diffe-

renzierungsprozesse der Organe.

Einen weiteren Grund zur Annahme einer von Auxin weitestgehend unabhdngigen
Transkription von DRNL wéhrend der floralen Entwicklung liefert die Analyse der
mutDRNL::erGFP Linien. Es konnte gezeigt werden, dass die Mutagenisierung der
AuxREs im DRNL-Promotor auch in der Infloreszenz kaum Effekt auf die Aktivitét des
Promotors hat. Lediglich die L1-Schicht der medialen Sepalen ist in einem sehr kurzen
Zeitfenster betroffen. In diesem Stadium akkumuliert Auxin stark in der L1 der media-
len Sepalen, was auf die transkriptionelle Regulation von DRNL iiber Auxin-
Signalwege in diesen Zellen deuten konnte. Allgemein betrachtet ist der sichtbare Bei-
trag in der Bliitenentwicklung aber marginal, da er sich auf wenige Zellen beschriankt
und zu einem Zeitpunkt erfolgt, zu dem es bereits zur Differenzierung der Organanlage
kommt. Die Analyse einer pDRNL::GUS Reportergenlinie in den Verlustmutanten ver-
schiedener, in Bliiten exprimierten ARFs (arf-1, arf-2, arf-6 und arf-8) ergab kein ver-
dndertes Muster fiir DRNL, was eine Auxin-regulierte Kontrolle von DRNL durch die-
sen Faktoren unwahrscheinlich macht (Nag et al., 2007). Die transkriptionelle Kontrolle
von DRNL durch ARFs in Bliiten, wie im Embryo durch MP, ist aber dennoch nicht

auszuschlieBen. Moglicherweise sind diese ARFs hoch redundant, was die Analyse der
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Muster in Tripel- bzw. Quadrupelmutanten erfordert oder DRNL wird durch andere
ARFs reguliert. Allerdings ist die Rekrutierung von Griinderzellen fiir Bliitenorgane
iiber Auxin-Signalwege eher unwahrscheinlich. Wie bei der Determination der apikalen
Domine wihrend der Embryogenese scheint Auxin auch fiir die Entwicklung von re-
produktiver Organen hdchstens in die Differenzierung selbiger involviert zu sein.

4.4 Die Funktion von DRN und DRNL als mogliche
Transkriptionsfaktoren

Einer der Hauptpunkte dieser Arbeit war der Nachweis direkter Protein-DNA-
Interaktion der beiden AP2-Proteine mit einem spezifischen Motiv. In der derzeitigen
Literatur wird die AP2-Familie als Familie von Transkriptionsfaktoren beschrieben und
es erfolgt eine Einteilung in verschiedene Subfamilien, mit untereinander variierender
Sequenzsperzifitit, auf der Basis der AS-Sequenz ihrer AP2-Dominen. Obwohl die
AP2-Familie mit 147 Mitgliedern eine der groBten TF-Familien in Arabidopsis darstellt,
ist nur wenig bekannt beziiglich der DNA-bindenden Eigenschaften und eventueller
Zielgene ihrer Mitglieder.

Die Einteilung von DRN und DRNL in die B-1 Gruppe der ERF-Subfamilie 14sst die
spezifische Erkennung der klassischen GCC-Box, mit der Kernsequenz GCCGCC ver-
muten (Sakuma et al., 2002). Fiir AtERF1, einem Mitglied dieser Subfamilie, konnte
bereits direkte DNA-Bindung der AP2-Domiéne an dieses Motiv nachgewiesen werden,
und die an der Interaktion beteiligten AS wurden mittels Kernspinresonanzspektrosko-
pie aufgeklirt (Allen et al., 1998). DRN und DRNL unterscheiden sich innerhalb ihrer
AP2-Doméne nur an wenigen Positionen von der ERF1 AP2-Domine. Alle, an der spe-
zifischen DNA-Bindung beteiligten AS stimmen zwischen ERF1, DRN und DRNL
iiberein. Allerdings variieren ERF1 und DRN/DRNL beziiglich einer, an der unspezifi-
schen Bindung beteiligten AS. An Position 12 der AP2-Doméne besitzt ERF-1 einen
Lys-Rest, DRN und DRNL hingegen Arg. Die unspezifische Bindung einiger AS dieser
Domine an DNA soll vermutlich die spezifische Interaktion zwischen Protein und Ziel-
sequenz erleichtern, indem der DNA-Strang in die richtige Position zur Protein gebracht
wird (Allen et al., 1998). Da es sich sowohl bei Lys, als auch bei Arg um AS-Reste mit
einer zusétzlichen positiven Ladung handelt, sollte diese AS-Substitution in DRN bzw.
DRNL allerdings keine grolen Auswirkungen auf die unspezifische Bindung von DNA
haben. Jedoch konnte trotz grofiter Bemiithungen keine spezifische Interaktion von DRN
oder DRNL mit der GCC-Box gezeigt werden.

Die Gruppierung basierend auf Proteinsequenzen lisst nicht grundsitzlich Riickschliisse
auf die Interaktion mit dem klassischen Motiv zu. Fiir verschiedene Mitglieder der AP2-
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Familie konnten bereits die Erkennung alternativer Zielsequenzen belegt werden
(Koussevitzky et al., 2007). Die Mitglieder der AP2-Subfamilie erkennen, soweit be-
kannt, kein einheitliches Motiv, wobei auflerdem unklar ist, ob beide AP2-Doménen an
die Zielsequenz binden (Krizek et al., 2000). Auf der Suche nach alternativen Zielse-
quenzen von DRN und DRNL konnte allerdings ebenfalls kein Motiv identifiziert wer-
den, an das DRN oder DRNL spezifisch binden.

Nach den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchsreihen kann die Interaktion
von DRN und DRNL mit einer spezifischen Zielsequenz und damit eine mdgliche
Funktion als TF bisher nicht bestdtigt werden. Auf der anderen Seite ldsst sich aber auch
nicht ausschlieen, dass die beiden Proteine unter nativen Bedingungen mit einer spezi-
fischen DNA-Sequenz interagieren. Denkbar wire z.B. eine groBe Dissoziationskon-
stante des Komplexes bzw. eine niedrige Affinitit des Proteins gegeniiber der Zielse-
quenz, was einen Nachweis auf Grund der Instabilitdt dulerst schwierig machen wiirde.
Fiir verschiedene ERFs konnte eine Dissoziationskonstante (Ky) fiir die GCC-Box im
pikomolaren Bereich festgelegt werden (Hao et al., 1998), was eine hohe Affinitit des
Proteins gegeniiber der Erkennungssequenz darstellt. Vergleichsweise besitzen bHLH-
Faktoren mit einem typischen K4-Wert im nanomolaren Bereich eine deutlich niedrigere
Affinitit (Hurst, 1994), der LAC Supressor-Operator-Komplex ist mit einer K4 von 0,1
pM hingegen duflerst stabil (Riggs et al., 1970). Das als Kontrolle verwendete DREB1A
zeigte in allen durchgefiihrten Experimenten erwartungsgemifl eine hohe Affinitét ge-
geniiber der Erkennungssequenz. Die Analyse der DNA-Bindeeigenschaft verschiede-
ner HOX-Proteine (HOXAS, HOXA7, HOXB1, HOXB4 und HOXCS) ergab, trotz ih-
rer nahen Verwandtschaft, eine groe Varianz beziiglich der Affinitdt und Spezifitit
(Pellerin, 1994). Somit wére auch fiir DRN und DRNL eine deutlich niedrigere Affini-
tat, als die anderer Mitglieder der AP2-Familie, trotz der hoch konservierten Sequenz
der AP2-Domine denkbar. Qualitative Unterschiede beziiglich der Protein-DNA-
Interaktion konnten auch fiir verschiedene ERFs festgestellt werden (Ohme-Takagi,
2000). Wahrend ERF1, ERF2 und ERF5 sehr sensitiv auf Punktmutationen innerhalb
der GCC-Kernsequenz reagieren, sind ERF3 und ERF4 deutlich toleranter beziiglich

einzelner Basenaustausche.

Durch die Interaktion von Transkriptionsfaktoren ldsst sich die transkriptionelle Genre-
gulation kontrollieren, indem die Spezifitit der Zielsequenz und die Bindungsaffinitét
des Promotorelements beeinflusst werden (Blackwood and Eisenman, 1991; Sessa et al.,
1993). KNOTTEDI1 (KN1), das Mais-Ortholog des HD-Proteins STM zeigt als Mono-
mer kaum Bindung an die Erkennungssequenz. Erst in Form eines Heterodimers mit
KNOTTED-INTERACTING-PROTEIN (KIP), einem weiteren HD-Protein bildet es
einen stabilen Komplex mit dem spezifisches Motiv TGACAG(G/C)T (Smith et al.,
2002). Homo- und Heterodimerisierungen werden auch fiir Mitglieder der ERF-

Subfamilie angenommen (Riechmann and Meyerowitz, 1998). Tatsdchlich wurde fiir
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AtEBP Interaktion mit dem bZip-Faktor beobachtet (Buttner and Singh, 1997). Auch
fiir DRN und DRNL konnte gezeigt werden, dass die beiden Proteine Heterodimere mit
dem bHLH-Transkriptionsfaktor BIM1 und allen Mitgliedern der Klasse III HD-ZIP-
Familie, bestehend aus PHAVOLUTA (PHV), PHABULOSA (PHB), REVOLUTA
(REV), CORONA (CNA) und ATHBS (Chandler et al., 2007; Chandler et al., 2009).
Die Interaktion zwischen der c-terminalen Per/Arnt/Sim (PAS)-like-Doméne von HD-
ZIP-Faktoren und DRN bzw. DRNL erfolgt iiber die AP2-Doméne. Allerdings konnte
auch durch in vitro Koexpression von DRN mit BIM1 oder PHV keine spezifische
DNA-Bindung an die GCC-Box erzeugt werden (nicht dargestellt). Moglicherweise ist
aber auch die Multimerisierung mit anderen, bisher nicht identifizierten Transkriptions-
faktoren fiir die Aktivierung der beiden AP2-Faktoren nétig. Es konnten jedoch auch
verschiedene Kofaktoren fiir die Interaktion mit der Zielsequenz benétigt werden, die
die Konfirmation des Proteins beeinflussen und damit eine Protein-DNA-Interaktion
ermoglichen. Denkbar wiére hingegen auch, dass es sich bei der AP2-Domine von DRN
und DRNL um eine Doméne mit rudimentdr DNA-bindender Funktion handelt, und die
beiden Proteine nicht direkt DNA binden, sondern die AP2-Doméne in dem Fall der
Protein-Protein-Interaktion dient, und DRN und DRNL als Kofaktoren fiir z.B. PHV
fungieren. Zwar konnte fiir BIM1 gezeigt werden, dass die Fdhigkeit von BES1 zur
Bindung an die spezifische Erkennungssequenz, durch die Heterodimerisierung mit
BIM1 verstarkt wird, BIM1 interagiert vermutlich aber auch direkt mit einem spezifi-
schen Motiv, der E-Box (Yin et al., 2005). Eventuell bilden DRN oder DRNL als Teil-

proteine mit BIM1 einen Komplex, der die E-Box erkennt.

Des Weiteren stellt sich die Frage, ob DRN und DRNL durch die in vitro Transkription
iiberhaupt in nativer Form synthetisiert werden konnten. Die Verwendung rekombinan-
ter Proteine fiir die DNA-Bindestudien konnte problematisch sein, da nicht garantiert
werden kann, ob die exprimierten Proteine beziiglich Sekundir-, Tertidr- und Quartér-
struktur mit dem nativen Protein iibereinstimmen. Zwar stellte sich das Kontrollprotein
DREBIA in allen getesteten in vitro Transkriptions-Translations-Systemen als unpro-
blematisch beziiglich der DNA-Protein-Interaktion heraus, fiir DRN und DRNL l&sst
sich allerdings keine Vorhersage treffen, ob die rekombinanten Proteine in nativer Form
vorliegen. Aullerdem werden posttranslationale Modifizierungen des Proteins, wie das
Hinzufiigen funktioneller Gruppen oder zusétzlicher Bindungen zwischen des AS in
diesen in vitro Systemen vernachldssigt. Fiir OsEREBP1 aus Reis wurde die
posttranskriptionale Phosphorylierung durch eine pathogen-induzierte Mitogene Activa-
ted Proteine Kinase (MAPK) nachgewiesen. Durch die Phosphorylierung erhdht sich
die DNA-Bindeaktivitdt des AP2-TF deutlich (Cheong et al., 2003). Die Aktivierung
von Transkriptionsfaktoren durch Phosphorylierung iiber den MAPK-Weg ist nicht un-
gewOhnlich. Der Transkriptionsfaktor PBF1 bindet ausschlieBlich in phosphorylierter
Form an den Promotor von PRI0a (Despres et al., 1995). Auch fiir AtERF104 konnte
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eine signifikant erhohte Affinitdt des Protein nach der Phosphorylierung durch eine
MAPK beobachtet werden (Bethke et al., 2009). Somit konnte auch die Aktivitit von
DRN und DRNL iiber posttranslationale Modifizierung, wie Phosphorylierung kontrol-

liert sein.

Bei der Analyse verschiedener AP2-TFs zeigte ein wichtiger Betrag, nicht nur der direkt
mit der Zielsequenz interagierenden AS, sondern auch einiger anderer AS der AP2-
Domine. Die Position 14 scheint eine entscheidende Rolle fiir die Sequenzspezifitit zu
spielen, ohne direkten Kontakt zur Zielsequenz herzustellen (Sakuma et al., 2002).
Moglicherweise beeinflusst ein in der ERF-Subgruppe hoch konservierter Ala-Rest die
Konfirmation der Doméne durch die Interaktion mit Arg8 und Thr28 und beeinflusst
damit die Bindeeigenschaft (Hao et al., 2002). Ala37 ist ebenfalls eine, innerhalb der
gesamten Familie hoch konservierte AS, die als Teil der a-Helix die DNA-Bindung nur
indirekt beeinflusst. Der Ala-Rest an dieser Position ist allerdings essentiell fiir die Pro-
tein-DNA-Interaktion (Liu et al., 2006). AuBBerdem wird auch fiir die AS-Positionen 17,
27 und 42 ein bedeutender Einfluss auf die Konfirmation der AP2-Domine angenom-
men (Yang et al., 2009). Innerhalb der B-Faltblatt-Doméne zeigt sich keine grofle Vari-
anz der AS-Sequenz innerhalb der AP2-Familie, die a-Helix hingegen gestaltet sich
deutlich variabler. Somit wire es denkbar, dass sich in diesem, fiir die Ausrichtung der
DNA-bindenden AS, verantwortlichem Teil, in DRN und DRNL AS fehlen, die eine
DNA-bindende Konfirmation unterstiitzen bzw. AS-Substitutionen vorliegen, die die

Interaktion negativ beeinflussen.

Die AP2-Domine ist jedoch nicht immer als vollig selbstindige Struktur unabhéngig
vom umliegenden Proteinkontext zu definieren. Fiir EREBP2 aus Nicotiana konnte be-
reits ein entscheidender Beitrag der flankierenden Sequenz der AP2-Doméne festgestellt
werden (Hao et al., 1998). Fiir die spezifische Interaktion mit der GCC-Box ist eine 10
AS lange Sequenz n-terminal der AP2-Doméne erforderlich, deren genaue Funktion
bislang unklar ist. Dieser Bereich ist nicht konserviert innerhalb der AP2/ERF-Familie,
weshalb eine Beeinflussung der Konfirmation der AP2-Domine eher vermutet wird, als
eine Beteiligung an der spezifischen Interaktion mit der Zielsequenz. Somit wiren auch
Doménen innerhalb der Proteinsequenz von DRN oder DRNL denkbar, die eine, sich
auf die DNA-Bindung negativ auswirkende Konfirmation der AP2-Doméne bewirken,
was den Verlust der Interaktion der DREB1A AP2-Doméne in den DRN-/DRNL-

Chimaéren mit dem DRE-Motiv erklidren konnte.
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4.5 Die transkriptionelle Kontrolle durch DRNL und DRN

Die Interpretation der microarray-Daten erwies sich als duBlerst kompliziert. Im Ab-
gleich mit Datenbanken, dem clustering ergaben sich keine groBartigen Ubereinstim-
mung mit anderen Sets. Der Grund dafiir liegt moglicherweise in der Produktion eines
sehr diffizilen Datensets. Die meisten microarray-Daten basieren auf der Analyse kom-
pletter Pflanzen bzw. Gewebetypen. Dabei werden die Reaktion auf biotischen oder
abiotischen Stimulus erfasst, die Auswirkung von Mutationen auf die Genexpression
oder differentielle Expression in verschiedenen Entwicklungsstadien oder Organen un-
tersucht. In diesem Fall wurde durch die Sortierung die Transkription in nur einem, zu-
dem wahrscheinlich hochst spezialisierter Zelltyp in Vergleich zu allen anderen Zellen
der Kalluskultur analysiert. Die dabei entstandenen Daten lassen sich demnach nur
schwer in die vorhandenen Daten, die durch die Analyse einer weit weniger definierten

Population entspringen, einordnen.

Weiterhin ist fraglich in wie fern, die als differenziell transkribierten Gene auftauchen
direkt von DRNL beeinflusst sind. Diese Zellen exprimieren schon iiber einen sehr lan-
gen Zeitraum vor der Sortierung GFP, und somit auch DRNL. Da es iiber diesen Zeit-
raum auch zur Differenzierung kommt, konnten die differentiell transkribierten Gene
auch durch die allgemeine Entwicklung der Zellen beeinflusst sein, und nicht direkt in
Abhidngigkeit von DRNL reguliert werden. Aulerdem ist auch fraglich, wie weit die
Expression in der Kalluskultur mit der in Planta verglichen werden kann. Mdoglicher-
weise sind die DRNL positiven Zellen der Kalluskultur qualitativ nicht den primordia-
len Zellen, in denen DRNL in der Pflanze exprimiert wird, entsprechend.

Besonders auftillig bei der Analyse der microarray-Daten der DRNL-positiv sortierten
Zellen war der stark liberwiegende Anteil an negativ regulierten (420) im Vergleich zu
positiv regulierten Genen (70). Die DRN basierten Datensets zeigen diesbeziiglich mit
280 positiv und 210 negativ regulierten Genen keine grof8e Diskrepanz. Denkbar wére
auf Grund dieser Daten eine Funktion als transkriptioneller Repressor fiir DRNL.
NtERF3, AtERF3 und AtERF4 wurden bereits als aktive, transkriptionelle Repressoren
beschrieben (Ohme-Takagi, 2000; Ohta et al., 2000). Fiir ERF3 wurde die negative Re-
gulation zweier Ethylen regulierter Gene, BCH und BGL demonstriert (Yang et al.,
2005). AuBlerhalb der AP2-Doméne konnte ein Motiv identifiziert werden, welches es-
senziell fiir die Funktion als Repressor erscheint, das ERF-associated Amphiphilic Re-
pression (EAR)-Motiv mit der konservierten Sequenz L/FDNLL/F(X)P (Ohta et al.,
2001). In Arabidopsis sind mit ERF3, ERF4 und ERF7 bis ERF12 bisweilen acht ERF-
Repressoren identifiziert worden, die ein c-terminales EAR-Motiv besitzen (Yang et al.,
2005). Eine solche Sequenz ist zwar weder in DRNL noch in DRN zu finden, allerdings
sind alle bekannten ERF-Repressoren, genau wie DRN und DRNL Mitglieder der B1-
Subgruppe der AP2-Familie (Sakuma et al., 2002). Da diese Einteilung auf Grund der
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Homologie der AP2-Doméne erfolgt, und alle bekannten Repressoren dieser Subgruppe
angehoren, wire auch ein Beitrag der AP2-Doméne, neben dem EAR-Motiv zur Funk-

tion als transkriptioneller Repressor vorstellbar.

Der Vergleich mit zwei unabhdngigen microarrays, basierend auf der Expression von
DRNL ergab nur begrenzt Ubereinstimmungen, was mit unter an dem verwendeten
Geweben liegen konnte. Fiir ein Experiment wurden transgene 35S.::ESR2/DRNL-ER
Waurzel-Zellkulturen verwendet, die eine Stunde vor der RNA-Isolation induziert wur-
den (Ikeda et al., 2006). Die zweite Analyse erfolgte aus RNA aus Blittern von
35S8::BOL/DRNL transgenen Pflanzen (Marsch-Martinez et al., 2006). Beide Experi-
mente beruhen damit auf konstitutiver Uberexpression des AP2-Proteins, die in Planta
verheerende Auswirkung auf die Konstitution der Pflanze hat. Aulerdem wurden fiir
beide Experimente Gewebetypen verwendet, in denen DRNL in vivo nicht exprimiert

wird.

Da die konstitutive Uberexpression von DRNL zu einer erhdhten Zellteilungsrate fiihrt,
vermuten lkeda et al. eine Aktivierung von Genen durch DRNL, die als positive Regu-
latoren des Zellzyklus fungieren, z.B. CycDI;1 (Ikeda et al., 2006). In diesem Experi-
ment wurde aullerdem CUCI als direktes Zielgen identifiziert, welches eine synergisti-
sche Wirkung mit DRN beziiglich der Kotyledonen- (Chandler, 2010) und Stamenent-
wicklung zeigt. In dem, im Rahmen dieser Arbeit erstellten Datenset taucht CUCI je-
doch nicht als durch DRNL transkriptionell reguliert auf. Allerdings finden sich in den
Datensets zwei andere  Ubereinstimmungen, ein  Mitglied der UDP-
Glukuronosyltransferase (UDP-GT)-Familie und einem Mitglied der WD40-Familie.
Die in beiden Experimenten positiv regulierte Transferase (AT1g73880) ist leider nicht
genauer charakterisiert, die UDP-GT UGT84BI1 katalysiert nachweillich die Glykoly-
sierung von IAA (Jackson et al., 2002). Ein dhnlicher Eingriff in die Auxinhomdostase
wire somit prinzipiell auch fiir AT1g73880 denkbar. Die WD40-Domine vermittelt
vermutlich Interaktion mit anderen Protein-Doménen (van der Voorn and Ploegh, 1992;
Smith et al., 1999; Choi et al., 2008). Proteine mit einer WD40-Doméne sind weit ver-
breitet in allen Spezies der Eukaryoten, wobei die Funktion der Mitglieder dieser Fami-
lie duBerst variabel gestaltet (Smith et al., 1999). Die Funktion des WD40-Proteins
At1g48870 ist bisher nicht bekannt.

Die bol-D Mutante und die 35S::BOL iiberexprimierenden transgenen Pflanzenlinien
zeigten eine, verglichen zum Wildtyp bis zu sechsfach reduzierte Zellteilungsrate und
-elongation (Marsch-Martinez et al., 2006). Die Expression verschiedener Komponen-
ten des Nukleosomens und der Ribosomen zeigten sich von der DRNL-Uberexpression
beeinflusst, was einen Eingriff in die Regulation des Zellzyklus vermuten ldsst. Weiter-
hin wurden diverse mit verschiedenen Hormonen assoziierte Gene differentiell transkri-
biert. Besonders interessant ist dabei /4417/AXR3, welches in der DRNL-positiven
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Zellpopulation ebenfalls als negativ reguliert auftaucht. Die Expression von AUX/IAAs
wird von Auxin induziert (Abel and Theologis, 1996) und die Proteine konnen Homo-
und Heterodimere bilden (Kim et al., 1997). AuBerdem interagieren sie mit ARFs, die
iiber die Interaktion mit AuxREs die Transkription von Auxin-induzierbaren Genen kon-
trollieren (Ulmasov et al., 1997, 1999). IAA17/AXR3 wird als transkriptionaler Repres-
sor Auxin-induzierbarer Gene beschrieben (Ouellet et al., 2001; Tiwari et al., 2001;
Leyser, 2002; Guilfoyle and Hagen, 2007), die Repression von [4A417/AXR3 durch
DRNL wiirde die Transkription von Auxin-induzierbaren Genen somit positiv beein-

flussen.

Die Identifizierung von einzelnen Zielgenen von DRN und DRNL, oder die Einordnung
der beiden Proteine in bestimmte biologische Prozesse gestaltet sich schwierig. Die
Funktion von DRN und DRNL als Transkriptionsfaktoren bzw. eine direkte Interaktion
mit einer spezifischen DNA-Sequenz konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht belegt wer-
den, auch wenn fiir DRN eine Bindung an die GCC-Box beobachtet werden konnte
(Banno H., 2006). In den Datensets der microarrays treten eine Vielzahl von Genen auf,
die in die Auxin-Homoostase oder -Signaltransduktion -eingreifen. Durch die
PDRNL::erGFP Reportergen-Linien konnte gezeigt werden, dass die DRNL-Expression
teilweise mit Auxin-Maxima korreliert, aber auch in verschiedenen Organanlagen zu
einem deutlich fritheren Zeitpunkt detektierbar ist. Denkbar wére unter dieser Vorraus-
setzung, dass DRNL die Auxin-Verteilung beeinflusst. Die IAA-Amido-Synthetase
GH3.9 ist in DRNL positiven Zellen negativ reguliert. IAA-Amido-Synthetasen binden
freies Auxin, durch die Konjugation von AS an IAA (Staswick et al., 2005; Khan and
Stone, 2007). Eine mdgliche Repression von GH3.9 durch DRNL konnte somit zur Eta-
blierung lokaler Maxima in den DRNL-positiven Zellen fiihren, indem freies Auxin in
DRNL-negativen Zellen durch GH3.9 konjugiert wird, in den DRNL-positiven Zellen
hingegen nicht. Die Transkription von ITAMI, eine S-Adenosylmethionin-abhéngige
Methyltransferase, die durch die Methylierung von IAA zu Methyl-IAA-Estern (Me-
ITAA) in die Auxin-Homeostase eingreift (Qin et al., 2005), wird in DRN- und DRNL-
positiven Zellen positiv reguliert. Im Gegensatz zu AS konjugierten Auxin-Derivaten
sind MellAA nicht biologisch inaktiv, in Applikationsexperimenten mit MellAA zeigte
die modifizierte Form sogar eine hohere biologisch Potenz (Zimmerman, 1937). Die
Inaktivierung von freiem Auxin in der Peripherie und einer Steigerung der Aktivitit von
Auxin in der DRNL-exprimierenden Zellen konnten zur Etablierung stabiler und lokaler
Auxin-Maxima in den DRNL-positiven Zellen fiihren, was sekundér die Expression
einiger Auxin regulierter Gene beeinflussen konnte, wie ARF10, ARF17 und ARF19
oder AXR3/IAA17. Eine Verwicklung von DRN und DRNL in die Auxin-Homdoostase
muss zu diesem Zeitpunkt allerdings als rein spekulativ angesehen werden. Eventuell
konnten weitere microarray-Datensets von DRN und DRNL in mutantem Hintergrund,
wie DRNL in der pt Mutante, oder DRN und DRNL in drn und drnl weiteren Auf-
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schluss iiber die biologische Funktion der beiden Proteine geben und die Identifizierung
moglicher Zielgene unterstiitzen. Die Verwendung eines induzierbaren Systems wiirde

zudem eine Beschrankung auf primédre Zielgene ermoglichen.
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Zusammenfassung

Mit Hilfe transkriptionaler und translationaler Reportergenkonstrukte wurde das Ex-
pressionsmuster von DRNL iiber die verschiedenen Entwicklungsstadien von Arabi-
dopsis thaliana hinweg analysiert. Die Verwendung doppelt transgener Reportergen-
Linien erlaubte einen detaillierten Vergleich der Muster mit denen des nichstverwand-
ten Protein DRN.

Die beiden homologen Proteine werden im globuldren Embryo zundchst koexprimiert,
wihrend spiterer Stadien der Embryogenese unterscheiden sich die Expressionsmuster
deutlich. Im weiteren Verlauf der Pflanzenentwicklung wird DRN hauptsichlich in Zel-
len mit meristematischem Charakter exprimiert. DRNL hingegen ist in verschiedene
Stadien der Organogenese involviert. Dabei markiert DRNL zunichst die aus dem SAM,
IM und FM zur Bildung lateraler Organe rekrutierten Griinderzellen, die proliferieren-
den Zellen inzipienter Organanlagen und schlieBlich eine Teilpopulation in den Primor-
dien. Die Expressionsmuster wihrend der Bliitenentwicklung zeigten, dass die einzel-
nen floralen Organtypen durch grundlegend verschiedene Musterbildungsprozesse ent-
stehen. Die Sepalen werden dekussiert, oder die medialen Sepalen einzeln und die late-
ralen Sepalen paarweise, genau wie die Karpelle, angelegt. Die Petalen und lateralen
Stamen und die medialen Stamen entstehen aus morphogenen Feldern, die sich in di-
stinkte Organanlagen auftrennen. Im Zentrum des Bliitenprimordiums kommt es mehr-
fach zu Uberlappung mit DRN.

Die Beobachtung der Auxin-Verteilung in der Infloreszenz, gemessen mit dem DRS5-
Promotor, zeigten lokale Maxima in allen Organanlagen, jedoch zu einem deutlich spi-
teren Zeitpunkt als DRNL-Expression detektiert werden konnte. Die Mutagenese von
vier kanonischen AuxREs zeigte ebenfalls keinen sichtbaren Betrag beziiglich der Regu-
lation von DRNL wihrend der frithen Organogenese. Die Rekrutierung von Organgriin-
derzellen durch DRNL und die Bildung inzipienter Organanlagen scheint somit unab-

héngig von Auxin zu sein.

DRN und DRNL kodieren Transkriptionsfaktoren der AP2/ERF-Familie, in DNA-
Bindestudien konnte allerdings keine spezifische Bindung der in vitro synthetisierten
Proteine an eine Zielsequenz nachgewiesen werden. In microarray-Experimenten konn-
te eine Reihe von, mit Auxin assoziierten Gene als differentiell transkribiert identifiziert
werden. Ein Eingriff in die Auxin-Homoostase ist somit denkbar, aber zum jetzigen

Zeitpunkt spekulativ.
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Abstract

Live imaging in Arabidopsis thaliana during plant development revealed DRNL and its
paralogue DRN to be coexpressed during early embryogenesis, whereas expression pat-
terns diverge during later stages of embryogeny. Whilst plant development proceedes,
DRN expression is mainly restricted to meristematic cells. DRNL participates in all pha-
ses of lateral organ formation, pre-patterning lateral organ founder cells, incipient organ
anlagen and primordial cells. Analysis of DRNL expression patterns during floral deve-
lopment revealed floral organ initiation to occure in different modes, from individual or
pairs of organ anlagen or decussate for sepals, to morphogenetic fields pre-patterning
petals and lateral stamens, or the medial stamens, to pairwise for carpells. DRNL func-

tion repeatedly overlaps in the central stem cell zone with that of DRN.

Measurement of auxin response maxima in inflorescences by the DRS reporter revealed
auxin distribution in floral organ anlagen following DRNL expression. Mutagenesis of
four canonical AuxREs in the promotor demonstrated regulation of DRNL to be uneffec-
ted during early organogenesis. Specification of organ founder cells and controlled cell

division forming an organ anlage seem independent of auxin signalling.

DRN und DRNL encode transcription factors belonging to the AP2/ERF family, howe-
ver DNA binding of in vitro synthesised protein to a specific motif was not demonstra-
ted. Microarray experiments revealed differential transcription of several auxin related
genes. Function in auxin homeostasis, although not substantiated, appears to be concei-

vable.
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Anhang

PESTfind Analyse
DRNL

PEST-find: Finds PEST motifs as potential proteolytic cleavage sites.

5 PEST motifs were identified in NP_173864.1
from positions 1 to 306 and sorted by score.

Poor PEST motif with 15 amino acids between position 168 and 184.
168 HESFTNVNDVCEDLSPK 184
PEST score: -1.74

Poor PEST motif with 33 amino acids between position 187 and 221.
187 RSSTIENESLISNIFEPEPASSGLLQEIVQGFLPK 221
PEST score: -3.34

Poor PEST motif with 21 amino acids between position 232 and 254.
232 KSNQQSVGVFPTMPESGFQTDVR 254
PEST score: -6.05
Poor PEST motif with 28 amino acids between position 139 and 168.
139 RDVLNSQSLSPLTTFAYPPCNLSNVNDVVH 168
PEST score: -9.74
Poor PEST motif with 13 amino acids between position 110 and 124.
110 RTNFVYPMPSLDSYH 124
PEST score: -15.03
--------- e e e et
1 MEEAIMRLEGAEHRETNIHSLKRKPSRTSSTAPGSPGGVTTAKAASGAGASGVSTIRYRG
61 VRRRPWGRYAAEIRDPLSKERRWLGTFDTAEEAACAYDCAARAMRGLKARTNFVYPMPSL
0000000000

121 DSYHHRIFSSPPMNMFLLRDVLNSQSLSPLTTFAYPPCNLSNVNDVVHESFTNVNDVCED
000 0000000000000000000000O00O0000 000000000000

181 LSPKAKRSSTIENESLISNIFEPEPASSGLLQEIVQGFLPKPISQHASIPPKSNQQSVGV
000 000000000000000000O0O0O00000O0O000000 00000000

241 FPTMPESGFQTDVRLADFHVEGNGFGQVKYHGELGWADHENGFDSAKMQONGNGGMFYQY
0000000000000

301 CFHDDY 306

Symbols PEST motifs
+++++++ potential
0000000 poor
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Anhang

DRN

PEST-find: Finds PEST motifs as potential proteolytic cleavage sites.

4 PEST motifs were identified in ESR1_ARATH
from positions 1 to 328 and sorted by score.

Poor PEST motif with 34 amino acids between position 197 and 232.
197 KTACVSYSENENNESFFPEESSDTGLLQEVVQEFLK 232
PEST score: 0.72

Poor PEST motif with 11 amino acids between position 22 and 34.
22 KFFTEPTASPVSR 34
PEST score: -6.10
Poor PEST motif with 22 amino acids between position 137 and 160.
137 RCPLPSLPLDSSTQNFYGAPAAQR 160
PEST score: -9.08
Poor PEST motif with 14 amino acids between position 109 and 124.
109 RTNFTYPTAVIMPEPR 124
PEST score: -=-9.77

--------- gy OSSO &

1 MEKALRNFTESTHSPDPNPLTKFFTEPTASPVSRNRKLSSKDTTVTIAGAGSSTTRYRGV
00000000000

61 RRRPWGRYAAEIRDPMSKERRWLGTFDTAEQAACAYDSAARAFRGAKARTNFTYPTAVIM
00000000000

121 PEPRFSFSNKKSSPSARCPLPSLPLDSSTQONFYGAPAAQRIYNTQSIFLRDASCSSRKTT
000 0000000000000000000000

181 PYNNSFNGSSSSYSASKTACVSYSENENNESFFPEESSDTGLLQEVVQEFLKKNRGVPPS
000000000000000OOOOOOOOOOO0OOO00000

241 PPTPPPVTSHHDNSGYFSNLTIYSENMVQETKETLSSKLDRYGNFQANDDGVRAVADGGL

301 SLGSNEWGYQEMLMYGTQLGCTCRRSWG 328

Symbols PEST motifs
+++++++ potential
0000000 poor
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Anhang

microarray-

Datensets

In DRNL-positiven Zellen differentiell transkribierte Gene mit bekannter, molekularer Funktion
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